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1.1. AGUA DE CONSUMO 
 
 
El agua, como bien necesario e imprescindible para la vida del ser 
humano, debe ser garantizada por los poderes públicos. Agua potable es un 
agua apta para consumo humano y tratamiento de alimentos, porque cumple 
con una serie de requisitos relacionados con los caracteres organolépticos, 
físico-químicos, relativos a sustancias no deseables, a sustancias tóxicas, 
microbiológicas y relativas a radiactividad. 
Según la OMS, la vigilancia de la calidad del agua potable consiste en 
«la evaluación continua y vigilante de la salud pública y el examen de la 
seguridad y aceptabilidad de los sistemas de abastecimiento de agua de 
consumo» (OMS, 2004). La protección sanitaria del agua potable se consigue 
cuando cada elemento del sistema de abastecimiento (fuente, tratamiento, 
almacenamiento y distribución) funciona correctamente y sin posibilidad de 
fallo. 
Hay que tener en cuenta que para que la vigilancia sea eficaz, todo el 
sistema debe funcionar debidamente, por lo que la gestión, el diseño, la 
construcción, el funcionamiento y el mantenimiento correcto tienen una 
importancia fundamental en el suministro  de agua potable segura. 
Según la OMS, el establecimiento de un programa eficaz para la 
vigilancia de las aguas potables depende, en gran medida, de la existencia de 




una legislación adecuada, basada en normas reglamentarias que especifiquen 
la calidad del agua suministrada a los usuarios, así como la producción, 
tratamiento y distribución de la misma (OMS, 2004). 
Todo abastecimiento de aguas potables de consumo público deberá 
disponer de un servicio de control de la potabilidad del agua. El fin 
primordial de la vigilancia es garantizar la inocuidad del agua potable. La 
calidad bacteriológica del agua es una preocupación evidente por el riesgo de 
enfermedades que, a través de ella, pueden trasmitirse. No obstante, tampoco 
hay que olvidar el daño que pueden causar los productos químicos que 
contenga el agua. De estos hechos se deduce la importancia de las pruebas de 
laboratorio para determinar la inocuidad tanto química como bacteriológica 
del agua de distribución.  
La vigilancia química adquiere gran importancia a medida que 
aumenta la contaminación del agua a tratar. El inconveniente que presenta es 
que consume mucho tiempo en su realización y requiere, por lo general, una 
infraestructura instrumental considerable.  
La vigilancia bacteriológica tiene el inconveniente de que requiere 
mucho tiempo para obtener resultados (horas y generalmente días después de 
la recogida la muestra). En determinadas circunstancias es posible alcanzar un 
nivel de garantía satisfactorio mediante la determinación de cloro residual en 
sustitución de los análisis bacteriológicos. Las políticas hidráulicas, 
medioambientales y sanitarias deben conseguir la calidad máxima para el 
agua de consumo sea saludable y segura. En su control microbiológico las 
muestras de aguas destinadas al consumo humano deben estar exentas de 





microorganismos procedentes de contaminación fecal (coliformes, enterococos y 
clostridium  perfrigens). 
Para ello, entre otras cosas hay que decidir el número de muestras que 
son precisas, la frecuencia del muestreo y distribución de los puntos de toma 
de muestra. Además, en función de las características del sistema, es preciso 
establecer la concentración mínima de cloro y la técnica analítica a utilizar. 
Estas últimas consideraciones pueden ser de aplicación, y de hecho lo son, en 
aquellos abastecimientos localizados en zonas de menores recursos. 
 
Es ampliamente reconocido que el agua es uno de los principales medios 
por el que se trasmiten microorganismos causantes de enfermedades y que la 
desinfección del agua, y más concretamente la cloración, ha sido uno de los 
más importantes logros en la protección de la salud pública. La coagulación, 
floculación, decantación, filtración y la desinfección del agua potable con cloro 
han sido responsables de gran parte del 50% de aumento de la expectativa de 
vida que han experimentado los países desarrollados durante el siglo XX. A 
este respecto,  un artículo publicado en la revista Water Quality & Health, ha 
citado a la filtración y cloración del agua potable como “probablemente el más 
significativo progreso de salud pública del milenio” (Hetmer, 1999).  
En este sentido, la Unión Europea ha adoptado normas que hacen 
referencia al control de calidad del agua en su origen, que es en definitiva un 
factor fundamental y determinante para conseguir un agua de abastecimiento 
público exenta de riesgos sanitarios. Así, en su Directiva del Consejo 
75/440/CEE de 16 de junio de 1975, relativa a la calidad requerida para las 
aguas superficiales destinadas a la producción de agua potable, establece los 




requisitos mínimo exigibles a las aguas para que puedan ser aprovechadas 
para el abastecimiento público tras ser sometidas a determinados 
tratamientos. De acuerdo a esta norma, las aguas superficiales pueden 
clasificarse en tres grupos de valores límite A1, A2 y A3 dependiendo del 
grado de tratamiento que deben recibir para su potabilidad. 
 La Directiva 79/869/CEE de 9 de octubre de 1979, relativa a los 
métodos de medición, a la frecuencia de los muestreos y del análisis de las 
aguas superficiales destinadas a la producción de agua potable,  se recogen los 
métodos de referencia que han de ser utilizados indicando su límite de 
detección, precisión y exactitud. 
 La Directiva 80/778/CEE de 15 de julio de 1980, relativa a la calidad 
de las aguas destinadas al consumo humano, en la que se refiere a las 
exigencias que debe satisfacer la calidad del agua potable, se hace una relación 
de los diferentes parámetros físicos, químicos y microbiológicos que han de 
ser controlados analíticamente en el agua de bebida, así como los valores 
satisfactorios y máximos admisibles que pueden alcanzar estos parámetros 
para que pueda ser considerada potable y por tanto susceptible de ser 
suministrada al consumidor con toda garantía sanitaria. 
La Directiva 98/83/CE  de 3 de noviembre de 1998, hace referencia  a la 
calidad de las aguas destinadas al consumo humano. 
Estas directivas se refunden en nuestro ordenamiento en el Real Decreto 
140/2003, de 7 de febrero (BOE nº 45), por el que establecen los criterios 
sanitarios de la calidad del agua de consumo humano que deberán contener a 
lo largo de toda la red de distribución del sistema de abastecimiento y, en todo 





momento, cloro residual libre o combinado, u otros agentes desinfectantes, en 
las concentraciones que determine la Administración sanitaria competente. 
1.1.1. Agua potable 
 
Agua potable es un agua apta para consumo humano y tratamiento de 
alimentos, porque cumple los valores establecidos por la legislación para cada 
parámetro. Las políticas hidráulicas, medioambientales y sanitarias deben 
conseguir la calidad máxima para el agua de consumo. Así la directiva 
98/83/CE, de 3 de noviembre de 1998 se incorporó a nuestra normativa 
mediante el Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero actualizando los criterios de 
calidad para las aguas de consumo humano. 
 
1.1.2. Calidad del agua 
 
La calidad del agua depende del uso concreto que se le vaya a dar. Si el 
agua contiene poco oxígeno disuelto favorece el crecimiento de 
microorganismos anaerobios; para la agricultura es importante que no tenga 
cloro, sales, etc.; para la salud es importante que no tenga bacterias, nitratos, 
etc. El agua puede ser declarada apta para riego o actividades recreativas y no 
serlo para consumo humano. El agua natural no tiene más calidad que la 
tratada, pues estas aguas pueden contener elementos nocivos para la salud. La 
calidad de las aguas viene dada por unos parámetros analíticos establecidos 
en el Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero, es decir, susceptibles de ser 
analizados periódicamente por los laboratorios en el contexto de un programa 
de calidad del agua. Entre estos parámetros encontramos los siguientes: 





1.1.2.1. Parámetros organolépticos 
 
Se refiere a las propiedades del agua que se pueden percibir por los 
sentidos, de gran importancia en la aceptación del consumidor. Entre ellas 
destaca el olor, cuando huele es síntoma de contaminación por bacterias o por 
la presencia de productos químicos indeseables; sabor, depende de las sales 
que tiene disueltas: cloruros, sulfatos, no debiendo sobresalir mucho; color 
puede variar según elementos en suspensión como las algas que le daría un 
color verde, la materia orgánica color pardo, etc., debiendo ser incolora; y 
turbidez que puede ser indicio de contaminación, o sedimentos en 
suspensión, debiendo ser baja entre 0 a1 NTU a la salida de ETAP y/o deposito 
(R.D.140/2003). 
 
1.1.2.2. Parámetros físicos 
 
Comprende parámetros físicos tales como: la temperatura, la óptima 
para el consumo está entre 8-15°C, y al elevarse implica una aceleración de la 
putrefacción y la disminución del oxígeno, influyendo también en la 
solubilización de gases y sales; la conductividad, ligada a la cantidad de sales 
ionizadas o disueltas en el agua, calculándose a 25°C, pues varía con la 
temperatura; sales por debajo de 400 mS-1/cm son de excelente calidad y por 
encima de 750 mS-1/cm son de escasa calidad. Otra propiedad es la 
radiactividad  con una actividad α total de 0.1 Bq/l y una actividad β total de 
0.1 Bq/l. (Real Decreto 140/2003). 






1.1.2.3. Parámetros químicos inorgánicos.  
 
Es el apartado más complejo, y comprenden parámetros tales como el 
pH; la dureza  corresponde a la concentración de calcio y magnesio; los 
cloruros, el aumento dan un sabor desagradable; los sulfatos, son 
responsables de la corrosión. El sodio, favorece la hipertensión; el potasio y 
aluminio, son perjudiciales para la salud al sobrepasar los límites 
establecidos. Los nitratos, produce metahemoglobinemia infantil (OMS, 1976); 
el cloro, destruye o inactiva microorganismos productores de enfermedades. 
El TOC es la cantidad de carbono unido a un compuesto orgánico  y 
mide la cantidad de dióxido de carbono que se genera al oxidar la materia 
orgánica en condiciones especiales, también se pueden medir otros como el 
flúor, metales pesados, etc. Finalmente están los componentes químicos 
gaseosos del aire (CO, N, O), o los procedentes de la descomposición de la 
materia orgánica (SH, CH, NH). 
El agua que abastece a las ciudades, el agua de los manantiales y los ríos 
no es agua pura, si no que viene con diversas sustancias en estado de 
disolución. El agua de la lluvia teóricamente es pura, pues procede de la 
condensación del vapor de agua, pero cuando llega a la superficie terrestre 
arrastra algunos gases atmosféricos que se incorporan en disolución, como 
CO, convirtiéndola en un ácido débil que puede disolver sales carbonatadas. 
Pero una vez en el suelo, el agua incorpora nuevos componentes ( Na+, K+, 
Mg+, Fe+, Mn+, Cl-, Fl-, NO3-, CO3-,etc.). 




Esto no se ha de ver como algo nocivo, sino que es deseable que el agua 
tenga sales, ya que muchas de éstas son nutrientes esenciales para la salud de 
los seres vivos, incluida la especie humana. Por otro lado, recordemos que el 
agua pura es el agua destilada, que no es apta para el consumo, pues ocasiona 
trastornos y el sabor del agua se lo debemos a estos componentes en 
disolución. Sin embargo, algunos de estos componentes, cuando están en una 
concentración elevada, pueden ser perjudiciales para la salud humana. 
Además el agua puede llevar otros elementos sólidos en suspensión 
(arcillas, materia orgánica) e incluso microorganismos (protozoos, algas, 
bacterias, virus, etc.) algunos de los cuales pueden ser patógenos cuando 
alcanzan una cantidad determinada y que a su vez producen otras sustancias 
que se incorpora al agua, tales como CH , NH+, Cl-, COH-, NO-, etc. Por todo 
ello, desde un punto de vista preventivo, debe establecerse un control de su 
calidad del agua. 
 
1.1.2.4. Parámetros químicos orgánicos 
 
 
Estos parámetros determinan la carga orgánica del agua, existen dos 
parámetros que miden los componentes orgánicos del agua: la demanda 
biológica de oxígeno (DBO), mide el oxígeno que consumen los 
microorganismos al descomponer la materia orgánica del agua en un tiempo 
de 5 días, a lo que  se le domina DBO5 (demanda biológica de oxígeno medida 
a los 5 días); la demanda química de oxígeno (DQO), mide el oxígeno disuelto 
en el agua que se gasta para oxidar la materia orgánica por agentes químicos 
en medio ácido. Es un buen indicador de contaminación orgánica la cantidad 





de oxígeno disuelto (OD)  (Real Decreto 140/2003).También se mide la posible 
presencia de productos orgánicos tales como detergentes, aceites, pesticidas, 
etc. 
 
1.1.2.5. Parámetros microbiológicos 
 
 
En el agua pueden existir diversos tipos de microorganismos, tales 
como: virus, bacterias, hongos, algas y protozoos. El control de la calidad del 
agua se centra en los organismos patógenos para el hombre, utilizándose para 
ello unos bioindicadores microbiológicos de contaminación biológica que 
comprenden a organismos tales como: bacterias aerobias (a 37°C, temperatura 
del cuerpo humano), coliformes (Escherichia coli), estreptococos fecales 
(Enterococcus) y clostridios sulfito-reductores, que forman parte del llamado ciclo 
de contaminación fecohídrica del agua, proveniente de las aguas residuales, 
su valor paramétrico es de 0 UFC en 100 ml.  
Es significativa la relación coliformes/estreptococos fecales, de modo que 
si es mayor de 4, se trata de una contaminación de origen humano y si es 
menor de 0.7 es de origen animal (Sorrequieta, 2004). Para su recuento se 
utilizan técnicas tales como el número más probable (NMP) a partir del 
número de tubos sembrados que acusan un cambio, y otras técnicas como 
(diluciones seriadas, siembra en placas, filtración en membranas, etc.). La 
identificación de patógenos ocasionales son necesarias técnicas muy selectivas 
como la de antígenos específicos o incluso el análisis del DNA (técnica PCR). 




1.1.3.  Contaminación del agua 
 
El agua es el origen y base de la vida, no existe actividad humana, 
económica, industrial, social que pueda prescindir de este recurso vital. Su 
esencialidad para la vida y sus múltiples usos, generan grandes conflictos 
entre diversos sectores e intereses de la sociedad. Sin embargo, las 
inundaciones, las sequias, los desechos mal tratados y las insuficientes 
infraestructuras para la desinfección  plantean serias amenazas para la salud 
pública. 
La actividad humana altera el curso natural del ciclo del agua 
devolviéndola al medio en estado generalmente contaminado, el origen de la 
pérdida de calidad en el agua, tanto superficial como subterránea, se debe a 
los efluentes agrícolas y ganaderos que incorporan sustancias indeseables, 
como los pesticidas y los nitratos, los de origen industrial que introducen 
sustancias químicas tóxicas como los metales pesados y los de origen urbano 
que introducen gran cantidad de materia orgánica en descomposición. 
La sobre explotación de los acuíferos cercanos a la costa puede producir  
aumento de la salinización, haciéndolos inservibles para su uso. La Directiva 
Marco del Agua (Directiva 2000/60/CE) establece como “buen estado de las 
aguas superficiales” el estado alcanzado por una masa de agua superficial 
cuando su estado microbiológico como su estado químico, no superan las 
concentraciones de contaminantes y por lo tanto no superan las normas de 
calidad medioambiental establecidas en la mencionada Directiva. Lo mismo se 
establece para las aguas subterráneas, si bien en este caso los parámetros son 
enteramente químicos. 





De este modo, el Libro Blanco del Agua (Ministerio de Medio Ambiente, 
2000) se establecen cinco clases en la calidad de las aguas según indicadores 





Clase I Aguas muy limpias. 
Clase II 
Aguas no contaminadas o no alteradas de modo 
sensible 
 Clase III Aguas con evidentes  efectos de contaminación 
 Clase IV Aguas muy contaminadas 
            Clase V Aguas fuertemente contaminadas 
Tabla 1.1. Clases de calidad del agua. Libro Blanco del Agua (Ministerio de Medio Ambiente, 2000). 
 
El crecimiento de la población y la expansión de sus actividades 
económicas están presionando negativamente a los ecosistemas de los ríos, los 
lagos, los humedales y los acuíferos. Ejemplos son las alteraciones de los 
sistemas fluviales a consecuencia de  la navegación, que también repercute en 
embalses de almacenamiento de agua, el drenaje de humedales para aumentar 
la superficie agrícola, las múltiples fuentes de contaminación provenientes de 
la agricultura, la industria, el turismo y las aguas residuales de los hogares. 
Esta forma de actuar hace que los residuos no se traten adecuadamente y 
causen contaminación. La contaminación del agua afecta a las aguas 
superficiales, a las subterráneas y como consecuencia degrada los ecosistemas 
naturales (UN-WATER/WWAP/2006/3). 
Un dato significativo de esta presión es que mientras la población desde 
1900 se ha multiplicado por cuatro, la extracción de agua se ha multiplicado 
por seis. La calidad de las masas naturales de agua se está reduciendo debido 




al aumento de la contaminación y a los factores mencionados (UN-
WATER/WWAP/2006/3). 
La contaminación del agua tiene esencialmente dos orígenes de los 
cuales uno es natural y otro accidental.  
 Contaminación natural: es la que existe siempre, originada por restos 
animales, vegetales, minerales y sustancias que se disuelven cuando el agua 
atraviesa diferentes terrenos. 
Contaminación artificial: va apareciendo a medida que el hombre 
comienza a interactuar con el medio ambiente y surge con la inadecuada 
aglomeración de las poblaciones, y como consecuencia del aumento 
desmesurado y sin control alguno de las industrias.          
La contaminación del agua tanto si es natural como artificial provoca 
una modificación de su calidad haciéndola impropia o peligrosa. En este 
sentido, distinguimos varios tipos de contaminación del agua: a) 
Contaminación química: debida a compuestos orgánicos e inorgánicos en 
cantidad indeseable;  b) Contaminación física: color, turbidez, suspensión, 
temperatura, radiactividad no deseable; c) Contaminación organoléptica: 
sabor, olor, etc. indeseables; d) Contaminación biológica: bacterias, virus, 
protozoos, algas, etc. en cantidad no deseable. 
Aunque cualquier bacteria puede llegar al agua y propagarse por este 
medio, en la práctica se limita a un cierto número de bacterias que al ser 
eliminadas por heces o por la orina de enfermos o portadores sanos, tienen 
mayores posibilidades de llegar a las aguas en cantidad suficiente para 
producir enfermedades, que pueden manifestarse en forma epidémica e 





incluso producir pandemias. El agua no es un buen medio de cultivo, pero es 
capaz de vehiculizar los gérmenes un cierto tiempo al no ser muy agresiva. 
Son enfermedades transmitidas por el agua el cólera, la fiebre tifoidea, la 
disentería, la poliomielitis, la meningitis y las hepatitis A y B, entre otras. Los 
lugares que carecen de instalaciones de saneamiento apropiado favorecen la 
rápida propagación de estas enfermedades. 
Cuando los residuos no se tratan  adecuadamente, causan 
contaminación y como consecuencia degrada los ecosistemas naturales. Cada 
país regula por ley la calidad del agua destinada al consumo humano. La ley 
europea protege la salud de las personas de los efectos adversos derivados de 
cualquier tipo de contaminación de las aguas destinadas al consumo humano 
garantizando su salubridad y limpieza y por ello no puede contener ningún tipo 
de microorganismo, parásito o sustancia, en una cantidad o concentración que 
pueda suponer un peligro para la salud humana.  
 
1.2. MICROBIOLOGÍA DE LAS AGUAS 
 
Las bacterias son los organismos más abundantes del planeta, se 
encuentran en todos los hábitats terrestres y acuáticos; crecen hasta en los 
lugares más extremos como en los manantiales de aguas calientes y ácidas, en 
desechos radiactivos,  en las profundidades tanto del mar como de la corteza 
terrestre. Algunas bacterias pueden incluso sobrevivir en las condiciones 
extremas conocidas como extremófilas. Se estima que se pueden encontrar en 
torno a 40 millones de células bacterianas en un gramo de tierra y un millón 




de células bacterianas en un mililitro de agua dulce. En total, se calcula que 
hay aproximadamente 5×1030 bacterias en el mundo (Whitman  et al., 1998). 
Las bacterias son tan importantes debido a su extrema flexibilidad, a la 
capacidad para el crecimiento rápido y la reproducción.  
La flora bacteriana de cualquier agua, está constituida por bacterias de 
origen autóctono, que viven y se desarrollan en el agua y de otras bacterias 
procedentes de otros biotopos, especialmente de bacterias procedentes de la 
tierra (Marín, 2003). Las aguas superficiales se encuentran expuestas a una 
contaminación bacteriana de diversa procedencia en especial de las bacterias 
procedentes del aire. 
La mayor parte de las bacterias que se encuentran en las aguas 
subterráneas y aguas superficiales, son bacterias de origen telúrico. La clase de 
bacterias  presentes en las aguas superficiales son muy variadas, entre la que 
podemos encontrar bacterias nitrificantes del género Azotobacter de tipo 
Nitrosomas y Nitrobacter. En aguas contaminadas podemos encontrar bacterias 
coliformes como  E. Coli, Proteus y Salmonella. En aguas superficiales que 
contiene escasas sustancias nutritivas predominan bacilos gram-negativos 
como las Pseudomonas, también se pueden encontrar Flavobacterium y 
Achromobacter. 
De cualquier forma en las  aguas superficiales suelen encontrarse bacilos 
gram-positivos pertenecientes a la clase Actinobacteria, género  Micrococcus, 
Nocardias y Rhodococcus. Los Actinomicetos son bacterias que pueden causar 
algún tipo de enfermedad sin embargo son muy útiles como biorremediadoras 









Los actinomicetos se les considera patógenos oportunistas, constituyen 
un grupo de microorganismos formado por bacterias generalmente aerobias, 
Gram-positivas y con alto contenido en G+C. Muchas especies forman 
filamentos ramificados o hifas que producen un micelio que se divide en 
bacilos o formas cocoides y esporas asexuales. En su morfología general se 
parecen mucho a los hongos. La mayoría de ellas se encuentran en la tierra, e 
incluyen algunas de las más típicas formas de vida terrestre, jugando un 
importante rol en la descomposición de materia orgánica, tales como la 
celulosa y quitina. Muchas actinobacterias destacan por su capacidad para 
producir compuestos que tienen características útiles en farmacología. En 1940 
Selman Waksman descubrió en el suelo las bacterias que producen 
actinomicina, un descubrimiento que le valió el premio Nobel. Se han 
descubierto desde entonces centenares de antibióticos naturales en estos 
microorganismos terrestres, especialmente en el género Streptomyces 
(González, 2013). 
 
De hecho, hoy en día, sigue siendo el grupo más prolífico en cuanto a 
producción de antibióticos y compuestos bioactivos. Pueden ser patógenos de 
plantas, de animales, de humanos, descomponen productos del caucho; crecen 
en el combustible de los aviones; en las estaciones depuradoras de aguas 
residuales, producen espumas densas que llegan a obstruir las instalaciones. 




Por la diversidad de hábitats que pueden colonizar este grupo de 
microorganismos tiene un enorme interés ecológico. 
Desde hace algún tiempo se ha observado que las secciones del 
Volumen 4 del Bergey´s Manual of Systematic Bacteriology de 1989 no son 
homogéneas y que no siempre coinciden con los datos de las secuencias del 
16S rRNA. Recientemente se ha propuesto ubicar todas estas bacterias e la 
clase Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997). 
La 9ª edición del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 
1994) engloba a los actinomicetos en diferentes grupos que abarcan del 22 al 
29, variando el número de géneros que se incluyen y su división en los 
distintos subgrupos. El número de géneros integrantes se ve ampliado a 48 a 
causa de la aparición de 10 nuevos géneros y a la fusión de otros 2. 
 
Recientemente se ha propuesto ubicar todas estas bacterias en la clase 
Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997) en base a la secuencia del 16S rRNA 
(Tabla 1.2). La clase Actinobacteria está compuesta por los actinomicetos y sus 
parientes filogenéticos con un alto contenido en G+C. Contiene cinco 
subclases, la más amplia de las cuales es la subclase Actinobacteridae. Los 
géneros incluidos en el Manual Bergey´s están en el orden de Actinomycetales, 
que se divide en 10 subórdenes (Cuesta, 2004).  
En la 2ª edición del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Boone et 
al., 2001) se propone la elevación de la clase Actinobacteria al rango de phylum. 
Dentro del phylum se reconoce una única clase, Actinobacteria, que mantiene la 
estructura jerárquica propuesta por Stackebrandt en 1997. 
 






Clasificación jerárquica de la clase Actinobacteria,   subclase Actinobacteridae,  orden 
Actinomycetales basada en las secuencias de DNA y 16SrRNA. 
(Stackebrandt et al., 1997) 
 
Dominio "Bacteria" (Haeckel, 1894) C.R. Woese et al., 1990 
   Phylum "Actinobacteria" Stackebrandt et al., 1997 
          Class Actinobacteria™  Stackebrandt et al., 1997, nom. inval. 
                Subclass Actinobacteridae™  Stackebrandt et al., 1997 
                     Order Actinomycetales™  Buchanan, 1917, nom. approb. 
                       Suborder Micrococcineae (Prévot, 1940) Stackebrandt et al., 1997 
                   Family Micrococcaceae™  Pribram, 1929, nom. approb. 
                                           Genus Pelczaria Poston, 1994, nom. rej. 
                                           Genus Micrococcus™  Cohn, 1872, nom. approb. 
                                           Genus Acaricomes Pukall et al., 2006 
                                           Genus Arthrobacter Conn &Dimmick, 1947, nom. approb. 
                                           Genus Sinomonas Zhou et al., 2009 
                                          Genus Citricoccus Altenburger et al., 2002 
                                           Genus Kocuria Stackebrandt et al., 1995 
                                           Genus Nesterenkonia Stackebrandt et al., 1995 
                                           Genus Renibacterium Sanders & Fryer, 1980 
                                          Genus Rothia Georg &Brown, 1967, nom. approb. 
                                          Genus Stomatococcus Bergan & Kocur, 1982] see 
                                          Genus Zhihengliuella Zhang et al., 2007 
                             Suborder Corynebacterineae (Lehmann y Neumann, 1896)  
                                   Family  Mycobacteriaceae 
                                          Genus Mycobacterium 
                                   Family  Corynebacteriaceae  
                                          Genus  Corynebacterium 
                                   Family Nocardiaceae  (Edmond Nocard 1888) 
                                         Genus Nocardia 
                                          Genus Rhodoccocus, (Zopf 1891) 
 
Tabla 1.2. Clasificación jerárquica de la clase Actinobacteria,  basada en las secuencias de DNA y 16S 
rRNA. (Stackebrandt et al., 1997). 




1.2.2. Género Arthrobacter 
Los microbiólogos rara vez han estudiado los  entornos del subsuelo. 
Fue en  la década de 1980 cuando se informó de que ciertos acuíferos poco 
profundos contenían un número importante de bacterias cultivables y otros 
microorganismos (Ghiorse et al., 1988). Desde entonces, los microorganismos 
cultivables se han descubierto en ambientes subterráneos saturados e 
insaturados, a profundidades que va desde la superficie a una profundidad de 
2,7 km, y a temperaturas tan altas como 60°C.  
El género Arthrobacter está encuadrado en la familia de la Micrococcaceae. 
En la 9ª edición del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 
1994) el género Acthrobacter está incluidos en el Grupo 22, el cual está 
dividido en 4 subgrupos. El género Arthrobacter son  bacterias del suelo,  han 
sido estudiadas por su amplia actividad metabólica y su supervivencia en 
ambientes extremos como en el mar Ártico, en el agua destilada e incluso en 
fugas de depósitos radiactivos. Incluye un grupo heterogéneo de bacterias 
aeróbicas, gram-positivas, catalasa positiva, no fermentativas, corineformes y 
no formadoras de esporas (Keddie et al., 1986). Pueden ser móviles e inmóviles  
con alto contenido en G+C (Koch, C. et al., 1995). Los miembros de este género 
contienen en su pared celular peptidoglicano,  L-lisina alamina y ac. glutámico 
y ácido diamino (Funke, et al.,1997). Se dividen en dos grupos, las variaciones 
A3α y A4α.  Estos grupos difieren en su estructura de peptidoglicano 
(Schleifer et al., 1972). 





Los miembros del género Arthrobacter muestran un ciclo de vida que se 
caracteriza por cambios morfológicos de la célula, la conversión de la forma 
bacilar a formas de coco, y de vuelta a la forma bacilar. Las cepas Arthrobacter 
son metabólicamente diversas, y son capaces de catabolizar una variedad de 
compuestos xenobióticos, y diversos compuestos de triazina. 
Debido a su diversidad metabólica, las especies de Arthrobacter sp, se 
han utilizado en aplicaciones industriales y actualmente están siendo 
utilizados en la biorremediación de aguas subterráneas contaminadas. La 
Universidad de Minnesota en su base de datos sobre bacterias que son capaces 
de producir Biocatálisis/Biorremediación, establece 83 géneros. Las cepas de 
Arthobacter sp, son la tercera más abundante en las reacciones de 
biotransformación, solo superada por las cepas de Pseudomonas y Rhodococcus 
sp. (Lynda et al., 2012).  
 
El Arthrobacter spp. se encuentra ampliamente distribuido en el medio 
ambiente, especialmente en el suelo, y han sido reconocidos recientemente 
como patógenos oportunistas. Entre las 38 variantes descritas de  Arthrobacter 
en el momento de esta redacción, 5 fueron aisladas de fuentes clínicas, como el 
Arthrobacter albus (Wauters et al., 2000), Arthrobacter creatinolyticus (Hou et al., 
1998), Arthrobacter cumminsii, (Funke et al., 1996), Arthrobacter luteolus (Wauters 
et al., 2000), y Arthrobacter woluwensis (Funke et al., 1996). Además, algunas 
cepas de Arthrobacter oxydans se aislaron a partir de sangre humana (Wauters, 
G. et al., 2000). Sin embargo, el conocimiento como patógeno potencial y  por 
lo tanto la importancia clínica de las cepas de Arthrobacter está lejos de ser 




significativa. Por consiguiente, el descubrimiento de una nueva especie 
Arthrobacter de origen humano es todavía poco significativa. 
1.2.3. Family  Corynebacteriaceae 
 
El orden de las Corynebacteriales abarca  entre otras las siguientes 
familias: Corynebacteriaceae, Dietziaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae. 
El género Corynebacterium fue creado por Lehmann y Neumann (1896) 
para ubicar taxonómicamente a los bacilos de la difteria. El género fue 
definido basándose en características morfológicas: Corynebacteria proviene 
del griego corönë (bastón nudoso) y bacterion (bastoncillo). A partir de 
estudios de 16S rRNA se ha agrupado a las corinebacterias en la subdivisión 
de eubacterias Gram-positivas de alto contenido en G+C, en estrecha relación 
filogenética con Arthrobacter, Mycobacterium, Nocardia e incluso Streptomyces. El 
Corynebacterium está incluido en la sección 15 del Bergey´s Manual of 
Systematic Bacteriology (Collins y Cummins, 1986) y en el grupo 20 del 
Bergey´s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994). 
El género Corynebacterium contiene bacilos rectos o ligeramente 
curvados, aerobios y anaerobios facultativos, catalasa positivos, a menudo de 
extremos afilados, se suelen observar formas en maza.  
Las bacterias permanecen a menudo enlazadas después de la división 
crepitante, lo que tiene como consecuencia disposiciones de las células en 
ángulo, análogas a letras chinas, o una disposición en empalizada en la que se 
alinean hileras de células unidas por sus caras laterales. Las corinebacterias 
forman gránulos metacrómaticos y poseen un quimiotipo de pared celular 





tipo IV (ácido meso-diaminopimélico, arabinosa y galactosa). Contienen ácidos 
micólicos de 22-36 átomos de carbono (Collins y Cummins, 1986). 
Actualmente hay descritas 69 especies pertenecientes a este género (Garrity et 
al., 2004). 
Según la similitud del género (pared celular y composición lipídica) 
Corynebacterium está muy estrechamente relacionado con los géneros 
Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus formando el llamado grupo CMN 
(Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia). Esta relación filogenética la 
respaldan los resultados obtenidos por Stackebrandt en base a los estudios de 
la secuencia del 16S rRNA (Stackebrandt et al., 1997). 
1.2.4. Actinomicetos nocardioformes 
 
Los actinomicetos nocardioformes aparecen descritos por Lechevalier en 
la Sección 26 de la 1ª edición del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology 
(Williams et al., 1989). En esta edición se describen once géneros de 
nocardioformes de los cuales sólo Nocardia y Rhodococcus contienen ácidos 








Nocardia, Rhodococcus, Nocardioidies, 
Pseudonocardia, Oerskovia, Saccharopolyspora, 
Faenia, Promicromonospora, Intrasporangium, 
Actinopolyspora, Saccharomonospora 
Tabla 1.3. Actinomicetos nocardioformes incluidos en el Bergey´s Manual of Systematic 
Bacteriology, vol. 4. 1989. 
 




En la 9ª edición del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
(Holt et al., 1994) los actinomicetos nocardioformes están incluidos en el 
Grupo 22, el cual está dividido en 4 subgrupos. El subgrupo 1 reúne los 
actinomicetos que contienen ácidos micólicos. Hasta la fecha de publicación se 








Actinomicetos que contienen ácidos micólicos 
(mycolata) incluidos en el Bergey´s Manual of 











Tabla 1.4. Actinomicetos nocardioformes incluidos en el Bergey´s Manual of Systematic 
Bacteriology, 9ª Ed. 1994. 
 
1.2.5. Esquema taxonómico del phylum Actinobacteria 
El Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, edición de 2012, en su 
volume 5 dedicado a las Actinobacterias incluye un esquema taxonómico 
revisado para las Actinobacteria de alto contenido en G+C, así como una 
descripción de más de 200 géneros en 49 familias (Whitman et al., 2012). 
A continuación se muestra el esquema taxonómico del phylum 
Actinobacteria familia Nocardiaceae. Menos el género Nocardia el resto de los 
géneros están dispuestos en orden alfabético. 
 





Phylum XXVI. “Actinobacteria ” 
           Class I. “Actinobacteria ” 
                 Order V. “Corynebacteriales ” 
                            Family IV. Nocardiaceae  
                                 Genus I. Nocardia 
                                 Genus II. Gordonia  
                                 Genus III. Millisia 
                                 Genus IV. Rhodococcus  
                                 Genus V. Skermania  
                                 Genus VI. Smaragdicoccus  
                                 Genus VII. Williamsia 
1.2.6. Family nocardiaceae 
 
Está compuesta por distintos géneros, entre ellos se encuentra el género 
Nocardia y Rhodococcus (Stackebrandt et al., 1997, Chun et al., 1997). Aparecen 
descritos en la sección 17 (nocardioformes) de la primera edición del Manual 
Bergey´s y en la sección 26 (actinomicetos nocardioformes) del Bergey's 
Manual of Systematic Bacteriology, edición de 2012. El género Skermania fue 
incluido originariamente en esta familia (Chun et al., 1997). 
Debido a que estos géneros se parecen a los miembros del género 
Nocardia, son denominados en conjunto como nocardioformes. El término 
nocardioforme, introducido por Prauser en 1967, hace referencia a los 




actinomicetos que forman un micelio fugaz que se fragmenta en elementos 
bacilares o cocoides. Ésta no es una definición satisfactoria ya que se conocen 
cepas individuales de nocardioformes que no presentan esta característica. 
Este término intentó unir de una manera informal un número de organismos 
con características similares, sin que esto signifique que sean organismos 
estrechamente relacionados (Cuesta, 2004). 
 
1.2.6.1. Género Nocardia 
 
Son aerobios, catalasa positivos, parcialmente ácido-alcohol resistentes, 
Gram-positivas o Gram-variables. Forman un micelio aéreo, aunque 
únicamente visible al microscopio, que se eleva por encima del agar, donde 
ocasionalmente se pueden encontrar conidios. Las hifas del micelio del 
sustrato adquieren unas dimensiones de 0.5-1.2 mm de diámetro y la principal 
característica morfológica de este género es la tendencia a fragmentarse con 
facilidad en bacilos y elementos cocoides (Cuesta, 2004).  
Las hifas forman ramificaciones características en ángulo recto. Las 
colonias tienen un aspecto aterciopelado o calcáreo y pueden ser marrones, 
rosas, rojas, naranjas, púrpuras, grises o blancas y, además, pueden producir 
pigmentos solubles de color marrón o amarillo. Los componentes mayoritarios 
de la pared celular son el ácido meso-DAP (diaminopimélico), arabinosa y 
galactosa. Contienen ácidos micólicos de 44-60 átomos de carbono y su 
contenido en G+C expresado en mol% es alto entre un 50-70%. El género 
Nocardia está distribuido en el suelo de todo el planeta y se encuentra también 





en hábitats acuáticos. Se ha llegado a detectar especies de Nocardia en aguas 
radiactivas (Guerrero, 2004). 
Aunque en su mayoría son saprófitos de vida libre, algunas especies, en 
particular N. asteroides, son patógenos oportunistas que causan nocardiosis en 
seres humanos y en algunos animales. Es más frecuente la afectación  
pulmonar, pero también pueden llegar a invadir el sistema nervioso y otros 
órganos (McNeil et al,, 1994). 
La primera Nocardia fue aislada en 1888 por el veterinario y bacteriólogo 
francés Edmond Nocard y fue caracterizada un año después por Trevisan que 
le dio el nombre de Nocardia farcinica. Por desgracia, las muestras de la cepa 
original de Nocard mantenida en dos colecciones de cultivo resultaron ser 
marcadamente diferentes. La cepa ATCC 3318 contenía ácidos micólicos 
típicos de Nocardia y la cepa NCTC 4524 contenía ácidos micólicos típicos de 
Mycobacterium. Los estudios taxonómicos llevados a cabo por Gordon y Mihn 
en 1962 no pudieron distinguir la cepa ATCC 3318 de N. asteroides por lo que 
en 1980 esta última especie sustituyó a N. farcinica como especie tipo (Wallace 
et al., 1990). 
Actualmente estas cepas se incluyen en el llamado Nocardia asteroides 
complex constituido por N. asteroides, N. farcinica y N. nova. Con los métodos 
de identificación clásicos estas tres especies no se pueden distinguir y 
tradicionalmente se ha utilizado el patrón de resistencia a antibióticos 
(Wallace et al., 1988). Otros métodos como el sistema Killer de levaduras 
(Provost et al., 1995) y la opacificación del agar Middlebroock 7H10 (Flores et 
al., 1993). Actualmente se dispone de métodos moleculares precisos para 
diferenciar estas tres especies (Steingrube et al., 1995). 




Desde la transferencia de N. amarae al género Gordonia como G. amarae 
(Goodfellow et al., 1994) y de N. pinensis al género Skermania como S. piniformis 
(Chun et al., 1997) el género Nocardia ha quedado como un taxón homogéneo. 
El género Nocardia contiene 40 especies válidamente descritas en le Bergey´s 
Taxonomic Outline of Procaryotes (Garrity et al., 2004), muchas de ellas 
pueden causar enfermedades en humanos y animales como infecciones 
pulmonares y cutáneas (Roth et al., 2003, Kageyama et al., 2004). Se ha 
demostrado que una de estas especies, N. farcinica, es una de las responsables 
de formación de espumas en plantas de aguas residuales (Stratton et al., 1996). 
 
1.2.6.2. Género Rhodococcus  
 
El género Rhodococcus, pertenece a la familia de las Nocariaceae, un 
distintivo linaje dentro del Phylum Actinobacteria (Gurtler et al., 2004 y; Zhi et 
al., 2009) comprende actinomicetos aerobios, Gram-positivos, catalasa 
positivos y parcialmente ácido-alcohol resistentes en alguno de sus estados de 
crecimiento. Son coco-bacilos que pueden formar micelios de sustrato que da 
lugar a la aparición de extensas hifas, mientras que tan sólo en algunas 
especies es característico un micelio aéreo visible al microscopio. Las colonias 
de Rhodococcus pueden ser aterciopeladas, rugosas o mucosas, de color rojo, 
naranja, amarillo o crema. En todas las especies que componen este género el 
ciclo de crecimiento comienza con un estado de bacilo o cocobacilo a una 
formación de coco y a partir de este punto los diferentes organismos pueden 
mostrar una mayor o menor complejidad en sus estados morfológicos (Cuesta, 
2004). Los componentes mayoritarios del peptidoglucano de la pared celular 





son el ácido meso-DAP (diaminopimélico), arabinosa y galactosa. Contiene 
ácidos micólicos  entre 28-54 átomos de carbono en total  (Alshamaony et al., 
1976; Klatte et al,. 1994; Sutcliffe, 1998; Stratton et al., 1999; Nishiuchi et al.; 
2000) y su contenido en G+C expresado en mol% se encuentra entre un 50 a un 
73% (Goodfellow et al., 1998). 
Las envolturas celulares de los  Rhodococcus son fuentes ricas 
estructuralmente en diversos lípidos, algunos de los cuales tienen propiedades 
tensioactivas que facilitan el crecimiento de las bacterias sobre sustratos 
hidrófobos y pueden ser de importancia biotecnológica lo que le confiere 
hidrofobicidad y resistencia a los desinfectantes (Sutcliffe , 1998). 
El hábitat de Rhodococcus está ampliamente distribuido en la naturaleza 
y frecuentemente es aislado de suelos, medios acuáticos y excrementos de 
animales herbívoros. Existen 19 especies de Rhodococcus válidamente descritas 
(Bergey´s Taxonomic Outline, 2004) aunque en los fondos marinos se están 
encontrando nuevas especies de Rhodococcus por lo que cabe esperar que este 
número aumente en los próximos años (Colquhoun et al., 1998).  
En los últimos decenios, el interés de estos microorganismos es la 
biotecnológica, especialmente en su relación con la biorremediación, existen 
especies que tienen un gran interés medioambiental ya que son capaces de 
degradar herbicidas (Parekh et al, 1994). Su empleo en el tratamiento de aguas 
residuales industriales, se ha dirigido a las especies de Rhodococcus debido a su 
capacidad para degradar los contaminantes químicos persistentes (Teramoto 
et al., 2009). Además, de que han incluido un número muy importante como 
productores de antibióticos (Teramoto et a., 2009). 




 Generalmente se considera que tiene baja patogenicidad, que causan 
enfermedades en los animales, plantas y en los seres humanos (Bell et al., 
1998). Ha habido un creciente interés en las infecciones causadas por distintas 
especies de  Rhodococcus en los seres humanos desde el primer caso clínico 
causado por Rhodococcus equi que fue descrito en 1967 (Weinstock y Brown, 
2002). La gran mayoría de los pacientes infectados con R. equi son individuos 
que se encuentran  inmunodeprimidos, tales como los receptores de 
trasplantes de órganos sólidos y aquellos con la enfermedad del SIDA, aunque 
también se ha informado de infección en personas aparentemente 
inmunocompetentes (Weinstock y Brown, 2002 ; Roy et al., 2009). Las 
infecciones por R. equi se adquieren generalmente a través de la inhalación, 
inoculación directa y la ingestión oral (Conville y Witebsket, 2007). La 
bacteriemia causada por R. equi ha sido descrita  en un 80% de los pacientes 
inmunodeprimidos y aproximadamente el 30% de los pacientes 
inmunocompetentes (Weinstock y Brown, 2002). Sin embargo, en contraste 
con R. equi, el potencial patógeno de Rhodococcus erythropolis como un 
patógeno invasivo no es bien conocida porque R. erythropolis rara vez se ha 
aislado a partir de infecciones humanas a pesar de su existencia generalizada 
en el medio ambiente. Hasta el momento, sólo seis casos de infección humana 
por R. erythropolis han sido descritos ((Brown y Hendler, 1989); (Osoagbaka et 
al., 1989); (Vernazza et al., 1991); (von Below et al., 1991); (Roy et al., 2009); 
(Baba et al., 2009)). 
 





1.2.7. Requisitos para el cultivo de las actinobacterias 
 
 
1.2.7.1. Requisitos nutricionales 
 
Diversos estudios taxonómicos han demostrado que los Rhodococcus son 
capaces de utilizar un amplio rango de sustratos que va desde los azúcares 
simples hasta componentes orgánicos muy complejos. Otros trabajos revelan 
que la Nocardia y los organismos relacionados son también capaces de 
metabolizar varios hidrocarburos, lípidos complejos, esteroides y fenoles 
(Klatte et al., 1994). Los aislados de fangos activos procedente de Nocardias y 
Rhodococcus también muestran esta capacidad para metabolizar un amplio 
rango de sustratos, incluyendo sustratos inusuales como tiofenos y quinolonas 
(Seviour y Blackall, 1998). Especialmente los Rhodococcus, son extremadamente 
versátiles en su capacidad para degradar sustratos y, consecuentemente, 
mostrarían una exitosa competencia contra otros microorganismos con 
capacidades metabólicas más limitadas, incluso a pesar de que estos últimos 
crezcan más rápidamente en sustratos sencillos como la glucosa.  
 
1.2.7.2. Requisitos de oxígeno  
 
Las actinobacterias son aerobios estrictos, esto no significa 
necesariamente que algunas actinobacterias no sean capaces de crecer bajo 
condiciones anaeróbicas, como ciertas especies de Rhodococcus que pueden 
metabolizar anaeróbicamente clorofenoles (Uotila et al., 1992). 
 
 




1.2.7.3. Temperatura  
 
Las actinobacterias aisladas crecen en un amplio rango de temperaturas. 
Algunas especies aisladas, particularmente el Rhodococcus crecen a 
temperaturas tan bajas como 5°C, mientras que la temperatura mínima de 
crecimiento para Gordonia amarae es de 15°C. La temperatura óptima de estos 
microorganismos es de 25°C, algunos no pueden crecer con temperaturas de 
30°C o superiores y, sin embargo, otros lo hacen a más de 40°C. (Cuesta, 2004). 
 
1.3 IDENTIFICACIÓN MICROBIANA 
1.3.1. Identificación microbiana y taxonomía molecular 
Antes del desarrollo de los métodos de secuenciación de bases, era 
imposible conocer las relaciones evolutivas que conectaban todas las formas 
de vida, así como dibujar un árbol evolutivo. Hace poco más de cuatro 
décadas los organismos celulares se dividían en 5 reinos: Animalia, Plantae, 
Fungi, Protista y Monera (Whittaker, 1969). Adicionalmente los constituyentes 
de estos cinco reinos eran caracterizados en dos grupos eucariotas o 
procariotas. 
Con Carl Woese, microbiólogo estadounidense que fue el creador de la 
taxonomía molecular basada en la comparación entre especies mediante las 
secuencia del 16S rRNA  (Woese et al., 1977), que comparten todos los seres 
vivos procariotas y apenas ha sufrido cambios desde la aparición en la tierra 
de las primeras formas  de vida microbiológicas. Los análisis filogenéticos que 
realizó en 1977 le llevaron al descubrimiento de un nuevo dominio, el Archaea. 





No fue hasta mediado de 1990 cuando la creciente cantidad de datos llevó a la 
comunidad científica a la aceptación de este nuevo dominio (Woese et al., 
1990).  
 
Figura 1.1. Árbol filogenético universal basado en la comparación de las secuencias de genes 
16SrRNA. (Jill et al., 2004). 
Con los estudios basados en la comparación de secuencias de rRNA se 
pudo establecer un árbol filogenético que puede ser usado para relacionar 
todos los organismos, así como para reconstruir la historia de la vida. El  
rRNA nos da la  información necesaria para organizar a los distintos 




organismos de otro modo como podemos ver en el árbol filogenético (Figura 
1.1). 
Para la confección de este árbol se ha teniendo en cuenta las distancias 
evolutivas entre los distintos organismos, se observan tres dominios o grupos 
primarios: Archeae, Bacteria y Eucarya. En estos tres dominios podemos 
observar que las Archeae y Bacteria son ambas procariotas, no por ello están 
más emparentadas, pues de hecho lo están mucho más Archeae y Eucarya a 
pesar de diferencias a priori insalvables (Madigan et al.,2004). 
1.3.2.  RNA ribosómico 
 
Los ribosomas fueron vistos por primera vez por Albert Claude a finales 
de los años 30, en homogenados celulares por microscopía de campo oscuro, 
En 1955, Paul Zamecnik demostró que los ribosomas son el lugar donde se 
produce la síntesis de proteínas. 
 
El ribosoma 70S se compone de dos subunidades desiguales en tamaño, 
con valores de sedimentación (Svedbergs) de 30S y 50S. La subunidad 
pequeña (30S) consiste en una molécula de rRNA 16S y 21 proteínas 
diferentes, mientras la subunidad grande (50S) contiene una rRNA 5S y otra 
de rRNA 23S, con 31 proteínas diferentes (Figura 1.2). El rRNA 16S de E. coli 
consiste en 1542 nucleótidos, de cuales el 46% están apareados entre sí. Esta 
molécula posee 4 dominios en su estructura secundaria. 







Figura 1.2. Estructura del ribosoma 70S. Copyright 2003-2013 (GuateQuímica). 
 
 
Debido a que los ribosomas son críticos para la función celular e 
interaccionan con un gran número de otras moléculas, incluyendo el RNA 
mensajero (mRNA) y el RNA de transferencia (tRNA), las secuencias de las 
moléculas de rRNA están altamente obligadas y se han conservado 
notablemente a través de la evolución. Además, las secuencias de los genes 
que codifican para el rRNA, se encuentran dentro de las más altamente 
conservadas ya identificadas. 
Estas estructuras primarias están compuestas por regiones alternadas de 
alta y baja variabilidad. Las regiones con secuencias variables contienen 
información de bajo nivel filogenético, mientras que las regiones con 
secuencias conservadas contienen información de los eventos evolutivos más 
tempranos. Así mismo, existe una gran cantidad de copias de rRNA en una 
bacteria que esté en fase de crecimiento. De esta forma, el rRNA es un 




excelente marcador molecular para la reconstrucción de la mayoría de las 
relaciones filogenéticas (Clarridge, 2004). 
La comparación de las secuencias del 16S rRNA, ha facilitado en gran 
medida la identificación de bacterias, incluyendo microorganismos no 
cultivables. Consecuentemente, estas pueden ser utilizadas para determinar 
relaciones taxonómicas entre especies que presentan poca interrelación en su 
DNA. 
Inicialmente se realizaron estudios de secuenciación del 16S rRNA, 
extendiéndose posteriormente, al 23S rRNA. Las secuencias nucleotídicas 
constantes del 16S rRNA presentan la ventaja de proporcionar un sitio de 
iniciación adecuado para la elongación de los cebadores y así aplicar de forma 
más fácil la técnica de secuenciación (Figura 1.3). 
 
La secuenciación completa del 5S rRNA, debido a su pequeño tamaño, 
es más rápida y económica que las anteriores, e incluso la secuenciación de 
determinados fragmentos del 5S rRNA puede proporcionar una información 
adecuada. Sin embargo puede darse la situación de que dos microorganismos 
pertenecientes al mismo género pueden poseer entre 114-116 pb comunes del 
total de los 118-120 pb que contiene el 5S rRNA (Stackebrandt et al., 1993). 
  Esta situación hizo que se estableciera un debate sobre cuál es el 
análisis más adecuado para establecer relaciones filogenéticas. El análisis del 
16S rRNA  parece ser el más adecuado con seres procariotas, ya que contienen 
unos 1540 pb frente a los 118-120 del 5S rRNA, por lo que pequeñas 
diferencias en los nucleótidos del 5S rRNA afectan mucho más al resultado 
final que el caso del 16S rRNA (Clarridge, 2004). 






Figura 1.3. Gen 16S rRNA de la Eschericha coli (Kiitahara et al., PNAS 2012). 
 
Durante muchos años, la secuenciación del gen 16S rRNA ha servido 
como una importante herramienta para determinar las relaciones filogenéticas 
entre las bacterias. Las características de este procedimiento molecular hacen 
que sea una herramienta útil para el estudio filogenético, pero también para la 
detección e identificación bacteriana en pacientes con sospecha de enfermedad 
bacteriana, y más recientemente esta  tecnología se está aplicando en el 
laboratorio clínico para la identificación rutinaria de aislados bacterianos 
(Patel, 2001). 
Varios estudios han demostrado que la identificación de secuencias es 
útil para aquellas bacterias de crecimiento lento, e  inusuales,  así como para 




las bacterias que son difíciles de diferenciar por métodos convencionales. En la 
actualidad existen un gran número de reactivos comerciales disponibles. Del 
mismo modo, hay un creciente número de bases de datos públicas (Baldus, 
2001). 
La secuenciación del rRNA es el método de elección para determinar 
relaciones taxonómicas altas, debido a que la molécula de 16S rRNA contiene 
regiones altamente variables, es usualmente posible el encontrar regiones de 
20 a 30 bases que son completamente exclusivas de una sola especie de 
bacterias.  
La caracterización filogenética de los organismos es más que un ejercicio 
de taxonomía, puesto que las relaciones evolutivas están establecidas en una 
forma creíble y cuantitativa. Se espera que los organismos cercanamente 
relacionados sean similares en sus propiedades bioquímicas generales; por el 
contrario, la diversidad en las secuencias de rRNA indica diferencias 
bioquímicas potenciales.  
Las oportunidades para el descubrimiento de nuevos organismos y el 
desarrollo de los recursos basados en la diversidad microbiana son mayores 
que antes. Las secuencias moleculares finalmente han dado a los biólogos 
microbianos un camino para definir su campo de estudio, mediante la 
filogenia molecular. Las secuencias también son las bases de las herramientas 
que permitirán explorar la distribución y el papel de los organismos en el 
ambiente.  
Finalmente, podemos decir que la utilización del análisis del 16S rRNA 
posee múltiples aplicaciones, desde lo molecular hasta lo ambiental, y al 
parecer es un método que perdurará todavía muchos años más, sobretodo en 





estudios en el ámbito de la evolución. Con el uso de la secuenciación del 16S 
rRNA, se han descrito 215 especies bacterianas nuevas, 29 de las cuales 
pertenecen a nuevos géneros y se han descubierto a partir de muestras 
humanas en la última década. El mayor número de nuevas especies que han 
sido descubiertas pertenecen  a los géneros Mycobacterium (con un total de 12) 
y Nocardia (con un total de 6) (Woo et al., 2008). 
 
1.3.3. Análisis por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
 
La reacción en cadena de la polimerasa (conocida como PCR por sus 
siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) permite amplificar más de un 
millón de veces un DNA obtenido a partir de una región seleccionada del 
genoma, siempre y cuando se conozca una parte de su secuencia de 
nucleótidos. Esta técnica fue ideada en 1989 por Kary B. Mullis que obtuvo el 
premio Nobel de Química en 1993 por dicho descubrimiento. 
El término sistemática molecular es utilizado para referirse al uso del 
DNA y del RNA para inferir relaciones de parentesco entre los organismos. 
Los análisis moleculares de DNA implican desde la PCR al análisis 
bioinformático entre otros métodos (Figura 1.4).  
Para la PCR se utilizan dos oligonucleótidos sintéticos de unos 15-20 
nucleótidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la región 
que se quiere amplificar. Estos oligonucleótidos (habitualmente conocidos por 
su nombre en inglés, "primers") actúan como cebadores para la síntesis in vitro 




de DNA la cual está habitualmente catalizada por una enzima llamada Taq 
polimerasa. Dicha enzima se aísla de una bacteria termófila, denominada 
Thermus aquáticus, que es capaz de crecer a temperaturas elevadas (79 - 85°C).  
 
 
Figura 1.4. Pasos  de la investigación por métodos moleculares y bioinformáticos.  
(Journal of Clinical Microbiology. Dec.1998 Vol. 36 nº 12). 
A esta temperatura dicha enzima es capaz de mantener una media de 
extensión de más de 60 nucleótidos por segundo en regiones ricas en uniones 





G+C. La temperatura optima a la que actúa la Taq polimerasa permite el uso de 
elevadas temperaturas para la unión de los primers y para la extensión, de 
esta manera se aumenta el nivel de exigencia de la reacción y se reduce la 
extensión de los primers unidos inespecíficamente al DNA.  
La reacción se lleva a cabo en una serie de  ciclos cada uno de los cuales 
incluye tres fases o pasos:  
1.3.3.1. Desnaturalización 
Para que comience la reacción es necesario que el DNA molde se 
encuentre en forma de cadena sencilla. Esto se consigue aplicando 
temperaturas de 90 a 95°C que producen la rotura de los puentes de 
hidrógeno intercatenarios  y por lo tanto la separación de ambas cadenas. Para 
conseguir la completa separación de las hebras de toda la muestra, la 
temperatura debe mantenerse unos minutos. Si el DNA solo se desnaturaliza 
parcialmente éste tenderá a renaturalizarse rápidamente, impidiendo así una 




 Esta fase se denomina también fase de “annealing” o de 
emparejamiento. Una vez que el DNA está desnaturalizado se disminuye la 
temperatura hasta un rango comprendido entre los 40°C y los 60°C para que 
se pueda producir la unión de los primers a las secuencias flanqueantes del 
fragmento que se va a amplificar. La temperatura de fusión o annealing (Tm, 




“melting temperature”) depende de varios factores y es relativamente 
específica para cada primer. La longitud de los primers y la secuencia son 
críticas en la designación de los parámetros de una amplificación. Una 
fórmula simple para calcular Tm es la Regla de Wallace:   
Tm = [4(G+C) + 2 (A+T)]- 5 
No obstante, cada primer exige una serie de estudios experimentales 
para determinar su temperatura de annealing específica ya que si la 
temperatura es muy baja la unión se hará de forma inespecífica y si es muy 
alta no se producirá una unión completa. La temperatura de anidado de los 
cebadores depende en parte de las sales presentes en el tampón de PCR. 
1.3.3.3. Extensión 
Durante este paso la Taq polimerasa incorpora nucleótidos en el extremo 
3' del primer utilizando como molde la cadena de DNA previamente 
desnaturalizada. La temperatura a la que se lleva a cabo este paso suele ser de 
72°C ya que es la temperatura a la que la Taq polimerasa alcanza su máxima 
actividad. Normalmente una extensión de 20 segundos es suficiente para 
fragmentos menores de   500 pb, y 40 segundos para fragmentos por encima 
de 1.2 Kb.  
Un factor importante en el transcurso de las diferentes fases es el tiempo 
de rampa. Este se define como el tiempo invertido en pasar de una 
temperatura a otra y depende del diseño y de las características del 
termociclador, aparato donde se realiza automáticamente este proceso. En las 





nuevas generaciones de termocicladores este factor se ha ido optimizando 
para hacerlo mínimo.  
 
1.3.4. Variantes de la PCR 
 
Existen diversas variantes de la PCR, a continuación detallamos algunas 
de las más empleadas: 
 
 
1.3.4.1. Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP) 
 
La Técnica de AFLP, consiste  en la combinación de los métodos de la 
PCR y análisis de fragmentos de restricción, con el fin de detectar 
polimorfismos debidos a modificaciones en la secuencia de DNA que 
comprende los sitios de corte de las enzimas de restricción. Este cambio  se 
percibe como un patrón diferente, en número y tamaño, de  bandas generadas. 
El amplificado de polimorfismos de longitud de fragmento (AFLP) es 
una técnica basada en la PCR que utiliza la amplificación selectiva de un 
subconjunto de fragmentos de DNA digeridos para generar y comparar las 
huellas genéticas únicas para genomas de interés (Vos et al., 1995). 
El poder de este método se basa principalmente en que no requiere 
información previa sobre el genoma dirigido, así como en su alta 
reproducibilidad y sensibilidad para la detección de polimorfismo en el nivel 
de secuencia de DNA.  




Es ampliamente utilizado para los estudios de plantas y 
microorganismos, la AFLP se utiliza para una variedad de aplicaciones, tales 
como: evaluar la diversidad genética dentro de cada especie o entre especies 
estrechamente relacionadas, para inferir filogenias a nivel de población y los 
patrones biogeográficos, para generar mapas genéticos.  
Se han desarrollado variaciones de la metodología AFLP para la 
focalización de niveles adicionales de la diversidad, como la variación 
transcriptómica y polimorfismo de la metilación del DNA (Paun et al., 2012). 
La técnica AFLP ha sido exitosa para generar marcadores moleculares 
que son aplicados en estudios genéticos en una amplia gama de disciplinas, 
incluyendo genómica de organismos cultivables, donde ha aportado 
importantes avances para la domesticación de especies acuícolas. (Montaño-
Perez  et al., 2006). 
 
 
1.3.4.2. Asymmetric PCR  
 
La PCR asimétrica es una variante de la PCR convencional que consiste 
en la amplificación preferencial de una de las cadenas del DNA diana. La  
PCR asimétrica se utiliza para amplificar preferentemente una cadena del 
DNA original más que la otra. En la PCR asimétrica el producto predominante 
es un DNA monocatenario, con primers de concentraciones desiguales.  
A medida que avanza la PCR asimétrica, el cebador con concentración 
más baja se incorpora cuantitativamente en el DNA de doble cadena. El 
cebador de mayor concentración sigue al cebador de síntesis  de su cadena. 
 





1.3.4.3. Colony PCR 
 
Esta PCR consiste en analizar colonias bacterianas, con el fin de rastrear 
aquellas colonias  que contienen la secuencia nucleotídica deseada.  
Es un método de alto rendimiento conveniente para determinar la 
presencia o ausencia de DNA de inserción en construcciones o transformación 
de copias de plásmido o para modificaciones genéticas específicas,  como la 
interrupción de genes. Los fragmentos que se pueden obtener mediante la 
PCR  pueden ser de unos 3.2 kb.  Este método  de Colony-PCR se llevó a cabo  
para la identificación de mutantes de interrupción específicas de Aspergillus 
niger y Beauveria bassiana (van Zeijl  et al., 1998). 
 
1.3.4.4. Differential Display-PCR (DD-PCR)  
 
Es un método que consiste en la identificación de genes expresados de 
manera diferencial mediante la comparación de secuencias de DNAc 
amplificadas por la PCR. Esto permite una detección sensible, rápida 
y  precisa de eventuales modificaciones en el patrón expresión génica. 
La PCR de transcripción inversa (DDRT - PCR) es un método basado en 
una PCR que permite un extenso análisis de la expresión génica entre varias 
poblaciones de células. Existen varias limitaciones y desventajas de este 
procedimiento que se han descrito, incluyendo el gran número de resultados 
de falsos positivos y la dificultad para confirmar la expresión diferencial. Las 
modificaciones que simplifican el tiempo de reacción, permiten el uso de 
pequeñas cantidades de ARN, o dirección han sido reportados en especies o 
inusuales secuencias de genes específicos. La DDRT - PCR se ha utilizado para 




abordar cuestiones biológicas en sistemas de mamíferos, incluyendo la 
diferenciación celular, la activación celular, el estrés celular, y la identificación 
de dianas de medicamentos.  
En la patología microbiana y la patología de las plantas, la DDRT - PCR 
ha permitido la identificación de factores de virulencia, genes implicados en la 
muerte celular, y los genes de señalización. En Candida albicans, los estudios de 
DDRT - PCR identificados TIF - 2 , que pueden desempeñar un papel en la 
regulación al alza de las fosfolipasas, y los genes relacionados con el estrés, 
CIP1 y CIP2 .  
En Histoplasma capsulatum y C. albicans, los genes implicados en la 
interacción huésped-patógeno, incluyendo un miembro de la familia 100 - kDa 
en Histoplasma capsulatum y un gen ALS y 14-3-3 en Candida albicans, fueron 
potencialmente identificados por  medio de DDRT - PCR. Aunque muy pocos 
informes han sido publicados en Micología médica (Sturtevant, 2000). 
 
1.3.4.5. Degenerate PCR 
 
Variante que se diferencia de una PCR estándar en que utiliza una 
mezcla de  primers de secuencias degeneradas en vez de un par de iniciadores 
de secuencia única. Permite amplificar genes "nuevos" y/o familias 
mutigénicas y es una herramienta muy importante en estudios evolutivos a 
nivel molecular. 
Numerosos brotes de gastroenteritis se han asociado con el virus de 
Norwalk  (SRSV). Estos virus de una sola cadena de RNA, recientemente 
clasificado en el Caliciviridae, se han dividido en tres genogrupos. Relaciones 





antigénicas también se han establecido entre las diferentes cepas. Como el 
virus es muy difícil cultivar in vitro, la detección de virus depende 
principalmente de la microscopía electrónica, análisis inmunológicos o la 
detección molecular. Se ha realizado un estudio genético de la región de RNA 
polimerasa de 40 cepas de SRSV. La mayoría de los cebadores descritos en la 
literatura amplifican secuencias de la región de la RNA polimerasa viral, la 
más conservada del genoma. Los cebadores más ampliamente utilizados son 
los descritos por Le Guyader (Le Guyader et al., 1996). A pesar de numerosos 
esfuerzos por desarrollar cebadores universales o degenerados que pudiesen 
detectar todas las cepas de calicivirus humanos circulantes, este objetivo no se 
ha logrado.  
La RT-PCR está permitiendo diagnosticar no sólo los casos clínicos de 
infecciones por calicivirus, sino también detectarlos en muestras ambientales, 
agua y alimentos. 
 
1.3.4.6. Hot start PCR 
 
El inicio de la reacción  de la PCR comienza con una temperatura 
elevada con el fin de  evitar la amplificación de productos inespecíficos. 
Generalmente esto se logra mediante el empleo de una enzima de DNA 
polimerasa que solo se activa a altas temperaturas. 
La Hot Start PCR, es una técnica que cada vez se están utilizando más 
para mejorar el rendimiento de la PCR. Existen diferentes protocolos de 
activación Hot Start. Los resultados presentados demuestran que todos los 
protocolos mejoran significativamente la especificidad de los de ciclos 
térmicos tradicionales (Paul et al., 2010). 




1.3.4.7. Inverse PCR (PCR Inversa) 
 
 Variación de la PCR que permite realizar una amplificación de las 
regiones flanqueantes de un fragmento de DNA que solo se conoce su 
secuencia interna. La técnica de la PCR Inversa (IPCR) ha demostrado ser muy 
útil para la amplificación de los tramos no caracterizados de DNA aguas 
arriba (5´) o aguas abajo (3´) de las regiones que ya han sido clonadas y 
secuenciadas. Se han realizado trabajos  combinando la de PCR de largo 
recorrido, en estos trabajos se demuestra la utilidad de la PCR (LR-IPCR) en la 
hibridación mediante la generación de clones que contienen largos tramos de 
regiones flanqueates de DNA (Benkel et al.,1996). 
 
1.3.4.8. In situ PCR.    
 
La PCR in situ consiste en una reacción de PCR en secciones histológicas 
o células, donde los productos generados pueden visualizarse en el sitio de 
amplificación. Es realizada sobre preparaciones fijas en un portaobjetos. En la 
técnica de la PCR in situ se realiza una primera amplificación de DNA blanco 
y luego la detección mediante hibridación in situ convencional con sondas de 
DNA/RNA. De esta manera pueden detectarse cantidades pequeñísimas de 
genoma. Esta tecnología es de gran alcance en la capacidad de amplificar 
específicamente una población de secuencias de menor representación (Aldan 
et al., 1998). 
La presencia de virus del herpes simple (HSV- 1) en los ganglios 
trigéminos de ratones infectados de forma latente se detectó por medio de una  
reacción in situ de la cadena de DNA de la polimerasa (PCR), que incluye una 





etapa de hibridación de ADN (indirecta PCR in situ). Los resultados sugieren 
que la PCR in situ es un método eficaz para localizar y detectar HSV - 1 dentro 
de las neuronas infectadas de forma latente (Anand et al., 1995). 
 
1.3.4.9. Long PCR.  
Reacción de amplificación que permite generar un producto, de miles de 
pares de bases, más extenso que mediante una PCR convencional. 
Esta reacción en cadena de la polimerasa se utiliza para amplificar hasta 
22 kb de la agrupación de genes 3-globina a partir de DNA genómico humano 
y de hasta 42 kb de fago, donde se utilizó un DNA polimerasa termoestable. 
La  reacción se realizó siguiendo el protocolo de "long PCR" que mantienen la 
especificidad requerida para los objetivos en genómica del DNA mediante el 
uso de niveles más bajos de polimerasa y de  temperatura , condiciones para 
hibridación de cebadores específicos (Cheng et al., 1994). 
1.3.4.10. Mutiplex PCR 
 
Variante de la técnica de la PCR donde se emplean dos o más pares de 
primers en un único tubo con el fin de amplificar  simultáneamente múltiples 
segmentos de DNA. 
Mediante la PCR se amplifica simultáneamente más de una secuencia. 
Para ello, se combinan dos o más pares de cebadores en un mismo tubo, junto 
con el resto de los reactivos de la reacción en cantidades suficientes, para 
amplificar simultáneamente varios segmentos de DNA. Tiene la ventaja de 
que se obtiene información sobre varios locus en una sola reacción, se emplea 




menor cantidad de DNA molde para el análisis, menor cantidad de reactivos, 
rápida construcción de bases de datos. Las desventajas, es que para llevarla a 
cabo adecuadamente y sin errores, se requiere de una cuidadosa optimización 
del proceso. 
Se ha demostrado que la PCR- multiplex  puede lograr una alta tasa de 
éxito (92%) para  la amplificación de secuencias  en condiciones de reacción 
estandarizadas, con una especificidad de la PCR comparable a la de los 
métodos de PCR convencionales. 
Multiplex-PCR es ampliamente aplicable a la genómica de plantas y 
puede ser transferible a cualquier especie animal o vegetal (Hayden  et al., 
2008). 
 
1.3.4.11. Nested PCR (PCR anidada)  
 
Variante de la PCR convencional que comprende  dos rondas de 
amplificación con distintos pares de primers en cada una, con el fin de 
incrementar la sensibilidad de detección. Primero se realiza una reacción con 
los iniciadores externos para amplificar una región más extensa del DNA, que 
contiene el segmento diana. Después, con este producto de amplificación,  se 
ejecuta una segunda PCR con los iniciadores internos para amplificar la región 
específica. 
Técnica muy sensible de la PCR en la que el producto de una 
amplificación es utilizado como molde para realizar una segunda 
amplificación con cebadores que se ubican dentro de la primera secuencia 
amplificada, es decir, cuando tenemos el primer amplicón se pueden unir los 





cebadores y se hace de nuevo una amplificación dentro del amplicón inicial. 
Este tipo de PCR tiene la ventaja de brindar alta sensibilidad y especificidad. 
La especificidad aumenta porque se produce una amplificación de un 
amplicón obtenido previamente, los cebadores sólo van a hibridar en un sitio 
dentro de la molécula y el resultado será una única banda. Así, evitamos 
posibles hibridaciones inespecíficas de los cebadores. La desventaja de esta 
técnica es que no nos permite cuantificar la muestra. 
En este trabajo se estudió la sensibilidad de un método de detección de 
VIH proviral basado en una metodología de PCR anidada cualitativa como 
ayuda diagnóstica para infección por VIH neonatal. Para ello se estudiaron 
treinta pacientes con serología positiva VIH, con bajo recuento de linfocitos 
CD4 y, como control de número de copias capaces de detectar, se utilizó la 
línea linfoidea 8E5.  
Se amplificaron por Nested PCR dos regiones específicas del gen gag 
VIH. Como control de purificación y estado de conservación de la muestra se 
amplificó una región del gen constitutivo de β-globina. En los treinta casos se 
obtuvo amplificación gen gag de VIH para las dos regiones y para el control de 
β-globina y, para la línea 8E5, se obtuvo positividad para las tres bandas aun 
en el caso de sólo diez copias de VIH proviral.  
Se demuestra un alta sensibilidad para esta metodología in house, que la 
hace apta para su aplicación en diagnóstico pediátrico a un costo accesible 








1.3.4.12. Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment PCR-RFLP 
 
Técnica que consiste en el corte con endonucleasas de restricción de los 
productos amplificados por la PCR. Si dos amplicones presentan una 
variación de la secuencia nucleotídica, en los sitios de reconocimientos de las 
enzimas de restricción, generarán distintos patrones de fragmentos. 
Análisis de la PCR-polimorfismo de longitud de fragmento de 
restricción (RFLP)  también conocido como troceados de secuencia polimórfica 
amplificada (CAPS), es una técnica popular para el análisis genético. Se ha 
aplicado para la detección  de la variación entre especies (Berget et al., 2012). 
Existen varias técnicas que están relacionadas con la PCR-RFLP y 
también implican electroforesis en gel incluidas las técnicas de   fingerprinting 
(huella genética) de DNA y perfiles de expresión.  
 
1.3.4.13. Polymerase Chain Reaction Single-Strand Conformation Polymorphism 
(PCR-SSCP)  
Es un proceso donde los productos de la PCR son desnaturalizados en 
cadena simples de DNA, luego renaturalizados para favorecer los 
apareamientos intracatenarios y finalmente analizados en un gel de 
Poliacrilamida. Con esto, la estructura de cada hebra de DNA de un amplicón 
adoptará una conformación específica, dependiendo de la secuencia 
nucleotídica que afecta a su migración en el gel. Así dos productos de la PCR 
con diferencias puntuales en su secuencias presentaran distintos patrones 
electroforéticos de los fragmentos de DNA monocatenarios (Hayashi et al., 
1992).  





1.3.4.14. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Amplificación aleatoria de 
DNA polimórfico. 
Es una técnica que permite la amplificar regiones anónimas de DNA 
mediante el empleo de iniciadores (primers) arbitrarios. 
La amplificación aleatoria de DNA polimórfico, más conocida por el 
acrónimo inglés RAPDs, es un tipo de marcador molecular basado en la 
reacción en cadena de la polimerasa. 
 Se realizó un estudio prospectivo, de seguimiento de una población de 
pacientes con fibrosis quística. Se utilizó la técnica de la amplificación del 
DNA empleando la PCR con bajas condiciones de especificidad (Random 
amplified polymorphic DNA, RAPD-PCR) para la amplificación del DNA de 
cepas de P. aeruginosa aisladas de lavados broncoalveolares de cinco pacientes 
con fibrosis quística, dando resultados óptimos para la identificación mediante 
la caracterización genotípica de las cepas de P. aeruginosa (Ortiz-Herrera et al., 
2004). 
1.3.4.15. Real Time PCR (Q-PCR) 
Descrita originalmente con el nombre de “Kinetic PCR” por Higuchi 
(Higuchi et., al 1993).  Una variante de la PCR convencional que se basa en la 
detección y cuantificación simultanea de la fluorescencia emitida por los 
productos de la PCR que se acumulan durante el proceso de amplificación. 
La reacción de la PCR cuya principal característica es que permite 
cuantificar la cantidad de DNA o ARN presente en la muestra original, o para 




identificar con una muy alta probabilidad, muestras de DNA específicas a 
partir de su temperatura de fusión (también denominado valor Tm). Se puede 
dividir en las técnicas basadas en fluorocromos no específicos y en las técnicas 
basadas en sondas específicas. 
En las técnicas basadas en fluorocromos el DNA, que ve multiplicada su 
cantidad con cada ciclo, se une al fluorocromo (generalmente SYBR Green) 
produciendo fluorescencia que es medida por el termociclador apto para PCR 
en tiempo real. Permite cuantificar sólo una secuencia por reacción pero tiene 
la ventaja de utilizar cebadores normales para su realización. Es mucho más 
económica que la que usa sondas específicas. 
Las técnicas basadas en sondas específicas utilizan una sonda unida a 
dos fluorocromos que hibrida en la zona intermedia entre el cebador directo 
(forward) y el inverso (reverse); cuando la sonda está intacta, presenta una 
transferencia energética de fluorescencia por resonancia (FRET). Dicha FRET 
no se produce cuando la sonda está dañada y los dos fluorocromos están 
distantes, producto de la actividad 5'-3' exonucleasa de la DNA polimerasa. 
Esto permite monitorizar el cambio del patrón de fluorescencia y deducir el 
nivel de amplificación del gen (Costa, 2004). 
La mayoría de estos inconvenientes se han solucionado con la 
introducción de la PCR realizada en tiempo real (Q-PCR), que elimina 
cualquier proceso post-PCR puesto que monitoriza la progresión de la 
amplificación en el momento en que ocurre. A diferencia de la PCR 
convencional (en punto final), que mide la acumulación del DNA al final de 





un número predeterminado de ciclos, con Q-PCR esto se hace durante el 
proceso de amplificación usando fluorescencia, de forma que su aumento es 
proporcional a la cantidad de DNA formada. 
La PCR en tiempo real ha revolucionado la forma de trabajo en 
laboratorios de microbiología clínica para diagnosticar muchas infecciones 
microbianas humanas. Este método de ensayo combina la química de 
detección de la PCR con sonda fluorescente de producto amplificado en el 
mismo recipiente de reacción. En general, tanto la PCR y la detección del 
producto amplificado se completan en una hora o menos, que es 
considerablemente más rápido que los métodos convencionales de detección 
de la PCR. La combinación de sensibilidad y especificidad, con el bajo riesgo 
de contaminación, y la mayor velocidad  ha hecho que  la tecnología de la PCR 
en tiempo real sea una alternativa atractiva a los métodos de prueba basados 
en inmunoensayos para el diagnóstico de muchas enfermedades infecciosas 
(Espy et al., 2006). 
 
1.3.4.16. RT-PCR  
 
Variante de la PCR donde primero se realiza una Transcripción reversa 
a partir de RNA para sintetizar el DNA complementario que luego es 
amplificado mediante una PCR convencional. 




La RT-PCR es sinónimo de Reacción en Cadena de la Polimerasa de 
transcripción inversa. Es una técnica usada en los estudios genéticos que 
permite la detección y cuantificación de RNAm. Se trata de un método muy 
sensible que muestra un gen específico y se expresa en una muestra dada. RT-
PCR es una prueba muy importante en el ámbito de los Organismos 
Genéticamente Modificados (OGM), ya que ofrece a los investigadores un 
mecanismo para comprobar si cualquier gen específico está activo o inactivo. 
Esto permite a los investigadores identificar los beneficios de los 
organismos genéticamente modificados con respecto a sus contrapartes 
"naturales" y la búsqueda de diferencias significativas en las que se expresan 
los genes en los dos tipos de organismos (Bustinet, 2002). 
La PCR de Transcripción reversa consta de tres pasos: 
   Retrotranscripción a partir del RNA. 
   Amplificación a partir de la primera hebra de DNAc. 
   PCR estándar. 
1.3.4.17. Touchdown (TD) 
 
Esta técnica ofrece un medio sencillo y rápido para optimizar la PCR, lo 
que aumenta la especificidad, sensibilidad y rendimiento, sin necesidad de 
largas optimizaciones y / o el rediseño de cebadores. La TD-PCR emplea una 
temperatura inicial de recocido por encima de la temperatura de fusión 
establecida (Tm)) de los cebadores que se utilizan, a continuación, se realiza 





una transición progresiva hasta alcanzar una temperatura de recocido más 
permisiva inferior a lo largo de ciclos sucesivos (se reduce en 1°C cada ciclo). 
Cualquier diferencia en Tm entre el recocido correcto e incorrecto 
producirá una ventaja exponencial doble por ciclo. La técnica de TD-PCR ha 
encontrado una amplia aplicación en protocolos de PCR estándar, incluyendo 
la transcriptasa inversa dependiente de la PCR. TD-PCR es particularmente 
útil para templates que son difíciles de amplificar, pero también se puede 
utilizar de forma estándar para mejorar la especificidad y la formación de 
producto. El procedimiento tarda entre 90 y 120 min, dependiendo de la 
longitud del template (Korbie et al., 2008). 
 
1.3.4.18. PCR de suicidio  
 
Se utilizan primers que son usados solamente una vez, dirigidos a un 
gen nunca amplificado con anterioridad en el laboratorio. No se utiliza control 
Positivo. 
Se cree que en la época medieval, la Muerte Negra ha sido la 
responsable de   haber matado a un tercio de la población de Europa 
occidental durante el siglo XIV. Para  establecer si el organismo causante de la 
plaga era la Yersina pestis,  agente causal de la peste. Se obtuvieron los dientes 
de un niño y dos adultos en una tumba del siglo XIV en Francia, se les extrajo 
la pulpa, y se le aplicó el nuevo protocolo de ''PCR de suicidio '' en el que los 
cebadores se utilizan sólo una vez. No hubo controles positivos, ni se 
introdujo en el laboratorio ni Yersinia ni DNA de Yersinia. Un resultado 
negativo es  seguido por una nueva prueba utilizando otros cebadores; un 




resultado positivo es seguido por una secuenciación. El segundo y tercer par 
de cebadores utilizado, para codificar  una parte del gen PLA (gen activador 
del plasminógeno), amplicones generados cuya secuencia confirmó que se 
trataba de Y. pestis en un diente de los dientes del niño y en 19 de los 19 de los 
adultos. Los intentos de detectar la supuesta alternativa de agentes etiológicos 
de Bacillus anthracis y Rickettsia prowazekii fracasaron. La PCR de suicidio evita 
cualquier riesgo de contaminación, ya que utiliza un solo disparo de 
imprimación, su especificidad es absoluta. Con lo que se puso fin a la 
controversia, demostrando que la Muerte Negra era la peste (Raoult et al., 
2000). 
 
1.4. TAXONOMIA MICROBIANA 
 
1.4.1. Introducción a la Bioinformática 
 
Con la rápida acumulación de datos moleculares, proporcionados por 
los procedimientos de secuenciación, principalmente secuencias de proteínas 
o de DNA provenientes de diversos organismos, el estudio de la evolución a 
nivel molecular ha requerido el uso intensivo de los ordenadores, que 
permiten el manejo de grandes cantidades de información. 
La Bioinformática, es una disciplina que surge de la interacción entre 
físicos, químicos, matemáticos y biólogos para solucionar, en principio, 
problemas de cálculo con información biológica, más tarde, problemas  con 
almacenamiento y análisis de grandes cantidades de datos extraídos de 





organismos y más recientemente se ha transformado en una disciplina con 
líneas propias de investigación (Figura 1.5). 
Este campo interdisciplinario comprende la investigación y desarrollo 
de herramientas útiles para llegar a entender el flujo de información desde los 
genes a las estructuras moleculares, a su función bioquímica, a su conducta 
biológica y, finalmente, a su influencia en las enfermedades y en las 
características agronómicas. 
Por lo tanto es una disciplina científica que se interesa por todos los 
aspectos relacionados con la adquisición, almacenamiento, procesamiento, 
distribución, análisis e interpretación de información biológica, mediante la 
aplicación de técnicas procedentes de las matemáticas, de la física, de la 
biología y de la informática, con el propósito de comprender el significado 
biológico de una gran variedad de datos.   
 
Figura 1.5. Interacción entre las ciencias para crear la Bioinformática. 
Primer Congreso Internacional de Bioinformática.(ACIMED v.12 n. 4 ago. 2004). 




Uno de los aspectos de la Bioinformática es asegurar que los resultados 
experimentales se almacenan de una manera ordenada, de modo que los 
científicos de todo el mundo puedan sacar el mayor provecho. Otro de los 
aspectos es el uso de los datos recogidos, para poder procesarlos de diversas 
formas con el fin de crear nuevas teorías y discernir los nuevos conocimientos 
sobre distintas entidades biológicas, como la búsqueda de nuevos genes o 
explicar los mecanismos de infección por un agente infeccioso. 
Darwin, autor de los fundamentos de la teoría de la evolución actual, 
nos sugiere una forma de aproximarse a ciertos problemas, que Douglas 
Futuyma la resume así: “Darwin propuso una hipótesis (p.ej. selección natural), 
dedujo predicciones de qué deberíamos ver si fuera verdadera o falsa, y juzgó su 
validez comparando observaciones con las predicciones. Este método hipotético-
deductivo ahora es usado ampliamente en ciencia” (Futuyma, 1998). 
Es en este método hipotético-deductivo donde el análisis bioinformático 
se vuelve fundamental. Es una lente a través del cual podemos observarla 
información presente en grandes volúmenes de datos. Tomemos un ejemplo 
frecuente: establecer las relaciones  filogenéticas de un conjunto de especies 
biológicas y su parentesco evolutivo. Si partimos de la hipótesis  que si dos 
especies son cercanas filogenéticamente, entonces deben tener una secuencia 
de DNA similar. A partir de esta hipótesis, deberíamos observar si las especies 
de verdad están relacionadas. Esto lo podemos comprobar seleccionando 
segmentos adecuados de DNA de las dos especies y debemos observar 
similitud entre las secuencias. 





Para observar que dos secuencias son similares, tendremos que proceder 
a los alineamientos que nos proporciona la identificación de correspondencia 
residuo a residuo. Cualquier asignación de correspondencias que preserve el 
orden de los residuos dentro de las secuencias es un alineamiento. (Lesk, 
2002). 
Si los residuos de una secuencia tienen un alto grado de 
correspondencia con residuos de la otra secuencia, son similares y por tanto su 
cercanía evolutiva es probable. Hacer estas comparaciones a mano es 
complicado y poco práctico. Por medio de internet podemos acceder a 
diversos programas informáticos de alineamiento que permiten visualizar la 
similitud de las dos cadenas. Dado que el DNA se puede escribir como una 
cadena de texto en un alfabeto de cuatro letras y las proteínas se pueden 
codificar usando un alfabeto de 20 letras, esto hace  posible usar las mismas 
herramientas que han desarrollado los ingenieros de sistemas y los 
matemáticos, para fines biológicos. 
Existen varios métodos de alineamiento disponibles, saber escoger el 
método es de suma importancia, pues cada uno parte de supuestos diferentes. 
1.4.2. Análisis de secuencias 
 
En Bioinformática, un alineamiento de secuencia es una manera de 
organizar las secuencias de DNA, RNA, o proteína para identificar regiones 
de similitud. En el alineamiento de secuencias se determina si una secuencia 
de nucleótidos o aminoácidos (un gen o una proteína) está relacionada con 
otra. El grado de similitud es el grado de coincidencia entre dos secuencias 
que ocupan una posición particular en la secuencia y que puede ser 




interpretado como una medida aproximada de cómo está  conservada una 




Los alineamientos nos sirven para la identificación de correspondencias 
residuo-residuo. (Lesk, 2002). En términos coloquiales, alinear dos secuencias 
es poner una junto a la otra de forma que se resalten las diferencias y 
similitudes, pero sin cambiar el orden de los residuos.  
 
1.4.4. Alineamientos múltiples 
Un alineamiento múltiple de secuencias (MSA)  es un alineamiento de 
tres o más secuencias biológicas, generalmente proteínas, DNA o RNA. En 
general, se asume que el conjunto de secuencias de consulta que se ingresa 
como entrada (conjunto problema) tienen una relación evolutiva por la cual 
comparten un linaje y descienden de un ancestro común. Del MSA resultante, 
se puede inferir la homología, y puede llevarse a cabo el análisis filogenético 
para evaluar los orígenes evolutivos compartidos por las secuencias 
(Notredame et al., 2000). Las representaciones visuales del alineamiento 
ilustran mutaciones tales como mutaciones puntuales (un solo cambio de 
aminoácidos o nucleótidos) que aparecen como diferentes caracteres en una 
sola columna del alineamiento, y la inserción o supresión de mutaciones (o 
indeles) que aparecen como huecos en una o varias de las secuencias en la 
alineación. El alineamiento múltiple de secuencias a menudo se utiliza para 





evaluar la conservación de los dominios proteicos, las estructuras terciarias y 
secundarias, e incluso aminoácidos o nucleótidos individuales. 
Los alineamientos múltiples de secuencias también se refieren al proceso 
de alinearlas como un conjunto de secuencias. Como puede ser difícil alinear a 
mano tres o más secuencias de longitud biológicamente relevante, y casi 
siempre consume mucho tiempo, se utilizan algoritmos computacionales para 
producir y analizar los alineamientos.  
Los MSA requieren metodologías más sofisticadas que los alineamientos 
de dos secuencias porque son computacionalmente más complejos de 
producir. La mayor parte de los programas de alineamiento múltiple de 
secuencias usan métodos heurísticos en lugar de optimización global, porque 
identifican el alineamiento óptimo entre todas las secuencias. 
El principal problema que nos plantean los alineamientos múltiples es la 
posición de los gaps (huecos) en el alineamiento. En el alineamiento, todas las 
secuencias tienen que tener la misma longitud y eso se consigue introduciendo 
gaps. La posición de los gaps es diferente en cada comparación de secuencias, 
por lo que es necesario encontrar una solución óptima del  alineamiento. 
Existen herramientas de alineamiento, las más usadas en bioinformática son: 
NCBI (Blast),  ClustalW2 y la más reciente es CLC BIO. La primera nos 
permite encontrar secuencias similares a un “query” (secuencia problema) en 
una base de datos y la segunda y la tercera nos permite realizar alineamientos 
múltiples y, en algunos casos, hacer inferencias evolutivas.  




1.4.5. Homología, similitud e identidad 
 
“Similitud es la observación o medición de parecido y diferencia, 
independiente del origen de ese parecido. Homología es la relación que existe 
entre dos partes orgánicas diferentes cuando sus determinantes genéticos 
tienen el mismo origen evolutivo, por lo que descienden de un ancestro 
común “(Lesk, 2002).  
En sentido estricto, la homología se refiere únicamente a un origen 
común entre dos caracteres. Por tanto, dos secuencias son homólogas o no 
homólogas, por lo que no hay ninguna situación intermedia.  
Similitud, es una medida del parecido entre dos secuencias que puede 
cuantificarse (por ejemplo, mediante el porcentaje de identidad). 
Si bien no se ha adoptado consistentemente esta diferencia de términos 
en la literatura científica (algunos autores siguen usando la palabra homología 
cuando se refieren a similitud), es conveniente hacerla. Dos secuencias pueden 
ser muy similares y sin embargo no ser homólogas (así como las alas de un 
murciélago y de una mariposa parecen iguales, pero no hay un ancestro 
común entre las mariposas y los murciélagos que tenga alas). De la misma 
manera, dos secuencias homólogas pueden haber divergido mucho en la 
historia evolutiva, haciéndolas poco similares. 
El  Diccionario de la Real Academia de la Lengua Española define 
identidad “como la cualidad de lo idéntico”. 
Dos secuencias son idénticas si son iguales residuo a residuo. Sin 
embargo, para secuencias que no son idénticas es útil tener una medida que 
nos diga lo alejadas que están. Para esto se hace un alineamiento entre las dos 





secuencias. El porcentaje de identidad se calcula dividiendo el número de 
residuos que son idénticos por la longitud del alineamiento. 
1.4.6. Filogenias 
La filogenia es el estudio de las relaciones evolutivas. Un análisis 
filogenético nos indica las relaciones evolutivas entre las especies, cuales 
descienden de ancestros comunes y cuáles son las distancias entre ellas. 
La comparación de secuencias de algunas macromoléculas, es la forma 
más precisa y confiable para inferir en las relaciones filogenéticas. Estos datos 
son preferibles sobre otros métodos moleculares, debido a que permiten 
interpretaciones cuantitativas y directas, además que van conformando una 
creciente base de datos para siguientes referencias. 
Los métodos filogenéticos reconstruyen árboles en los que las ramas y 
los nodos unen a los diferentes taxones. Estos taxones pueden ser especies, 
individuos, genes, etc. Al recorrer las ramas desde los nodos terminales hacia 
nodo original recorremos la historia evolutiva de ese gen u organismo. 
1.4.6.1. Alineamientos de secuencias como base de los árboles filogenéticos 
Los árboles filogenéticos se pueden construir a partir de alineamientos 
múltiples de secuencias. En este caso estamos asumiendo que cada posición en 
el alineamiento es homóloga. Por lo tanto, construir un buen alineamiento es 
esencial para la resolución del árbol. La mayoría de los programas de 
alineamiento nos dan una solución subóptima (la mejor posible utilizando 




pocos recursos del sistema), por lo tanto resulta conveniente revisar los 
alineamientos antes de realizar los árboles.  
En general los problemas suelen acumularse en las regiones más 
variables en las que hay muchas sustituciones o muchos gaps. En estos casos 
podríamos estar incluyendo posiciones que no son homólogas con lo que 
estaríamos introduciendo una información no correcta en el análisis. Esta 
revisión de los alineamientos se ha realizado con programas desarrollados 
para tal fin. 
Para la construcción de árboles filogenéticos a partir de métodos 
taxonómicos basados en secuencias, solamente una secuencia es requerida 
para identificar el organismo en términos de su tipo filogenético y además, el 
análisis por este método de ecosistemas microbianos es más que un ejercicio 
taxonómico, ya que las secuencias proporcionan herramientas experimentales 
(por ejemplo, sondas de hibridación molecular) que pueden ser usadas para 
identificar, observar y estudiar los ecosistemas microbianos.  
La reconstrucción de las relaciones filogenéticas entre todos los 
organismos vivos es uno de los retos fundamentales de la biología. Se han 
realizado numerosos intentos para realizar un árbol de la vida usando varios 
métodos que han sido publicados  y cuestionados. Por otra parte, incluso bajo 
el supuesto de un árbol de la vida, numerosos grupos taxonómicos siguen 
siendo muy debatidos. Con la llegada de la biología molecular ha aumentado 
considerablemente la variedad de las clasificaciones en lugar de reducir el 
problema (Ciccarelli et al., 2006). 






En tres décadas de estudios de filogenia molecular, los investigadores 
han recopilado un robusto mapa de la evolución de la diversidad, enseñando 
que la principal fuente de la diversidad de vida es la microbiana, distribuida 





Figura1.6. Cladograma circular. El árbol de la vida, comparaciones que se deducen después de haber 
secuenciado genomas completos. (Science  vol 311  march 2006). 
 




En este ejemplo, podemos observar (Figura 1.6), las comparaciones que 
se deducen después de haber secuenciado genomas completos, la raíz está en 
el medio y la irradian ramas hacia fuera en todas las direcciones, como una 
planta rodadora. Las bacterias se muestran en azul, las arqueas en verde y 
eucariotas en rojo (Ciccarelli et al.,  2006). Los seres humanos se encuentran en 
la parte superior de la zona roja, muy cerca de los chimpancés (pan troglodytes) 
coincidiendo  en este punto con el árbol  de  la vida, tal  como  lo realizó  Ernst  
Haeckel  en 1874 (Figura 1.7). 
 
Figura 1.7.El árbol  de  la vida, tal  como  lo realizó  Ernst  Haeckel y 
de  su libro "La evolución  del hombre" en 1874. Los seres humanos se 

















































2.1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 
 
Las medidas de control de la calidad del agua se basan en el 
cumplimiento de los criterios sanitarios de las aguas de consumo humano, y 
de las instalaciones que permiten el suministro desde la captación hasta el 
grifo del consumidor, para garantizar, la calidad y la limpieza con objeto de 
proteger la salud de las personas de los posibles efectos adversos derivados de 
cualquier tipo de contaminación de las aguas. 
 
La desinfección se ha empleado con el fin de destruir o inactivar los 
organismos productores de enfermedades. La desinfección no implica 
necesariamente la destrucción completa de todos los organismos vivos, es 
decir, los procesos de desinfección del agua no siempre acaban en el punto de 
esterilización (Ramírez, 2005). 
 
El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido realizar un estudio de 
calidad del agua de abastecimiento en un centro público en base a la 
determinación de parámetros físico-químicos y microbiológicos. 
A partir de este objetivo principal se han establecido otros objetivos 
necesarios para dar respuesta a las cuestiones que han ido surgiendo en el 
transcurso de la investigación como: 
 Aislamiento e identificación de microorganismos en la red de 
abastecimiento de aguas. 
 Estudio microscópico y bioquímico de las colonias aisladas. 














































































































3.1. DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS FÍSICO-QUÍMICOS 
DEL AGUA 
La importancia para la salud pública de las aguas destinadas al consumo 
humano hace necesaria la fijación de normas de calidad. Debe ser 
estéticamente aceptable y, por lo tanto, debe estar exenta de turbidez, color, 
olor y sabor desagradable. Puede ser ingerida o utilizada en el procesamiento 
de alimentos en cualquier cantidad, sin temor a efectos adversos (Gleicket, 
2006).  Para garantizar la calidad del agua de los puntos de muestreo se han 
seleccionado una serie de parámetros que nos indican alteración o presencia 
de materia orgánica. Las determinaciones físico-químicas de las muestras son 
las que a continuación se exponen (Tabla 3.1). Las muestras fueron recogidas 









      MÉTODO 
Temperatura Termómetro 0-50°C K+ Fotometría de llama 
pH pH Ca++ Complexometría 
Conductividad Conductivimetro Mg++ Complexometría 
Cloro libre DPD*(HACH) SO4= Turbidimetría 
Cloro 
combinado 
DPD* (HACH) Cloruros Volumetría 
Cloro total DPD* (HACH) CO3H- Volumetría 
Oxígeno disuelto Electrométrico CO3 Volumetría 
Alcalinidad 
Total 
Volumetría Nitrato Potenciómetro 
TOC Oxid. Infrarrojo Nitrito Potenciómetro 
Na+ Fonometría de llama   
 
Tabla 3.1. Parámetros físico-químicos seleccionados.DPD*. dietil-p-fenilendiamina. 
 




3.1.1. Determinación del ph  y la temperatura 
La determinación del pH del agua se realizó mediante un método 
potenciométrico con el empleo de un pHmetro Crison 2000. El análisis se 
realizó por triplicado en cada punto de control. El equipo empleado permite la 
determinación simultánea de la temperatura. 
3.1.2. Determinación de la conductividad 
 
La conductividad es la magnitud inversa a la resistencia eléctrica, 
aumentando con la concentración de iones disueltos. 
La conductividad, en µS cm-1 se determinó mediante un conductivimetro 
Hanna, modelo EC215-02, siguiendo el procedimiento estándar dictado por la 
American Water Works (Rice et al., 2012).  
3.1.3. Determinación del cloro libre y total 
 
Este método se basa en la determinación del cloro libre y total mediante 
la oxidación selectiva deldietil-p-fenilendiamina (kit comercial DPD de 
laboratorios HACH company) por parte de las distintas especies oxidantes 
que podemos encontrar en el agua, siguiendo el procedimiento estándar 
dictado por la American Water Works (Rice et al., 2012). 
Todos estos compuestos disueltos en el agua oxidan al DPD dando como 
resultado una coloración rosa que puede ser medida colorimétricamente a 530 
nm. Para la lectura se utilizó un espectrofotómetro Hach DR 2000.  
 




3.1.4. Determinación de oxígeno  disuelto 
 
La cantidad de oxígeno disuelto en agua se ha determinado mediante un 
método electrométrico que cuantifica la tasa de difusión del oxígeno 
molecular a través de una membrana plástica permeable al oxígeno. Para su 
determinación se ha empleado el equipo Crison HD 98569 siguiendo el 
procedimiento estándar dictado por la American Water Works (Rice et al., 
2012).  
3.1.5. Determinación de la alcalinidad 
 
Se define la alcalinidad total del agua como su capacidad para 
neutralizar ácidos y representa la suma de las bases que pueden ser tituladas. 
Dado que la alcalinidad de aguas superficiales está determinada generalmente 
por el contenido de carbonatos, bicarbonatos e hidróxidos, ésta se toma como 
un indicador de dichas especies iónicas. 
La alcalinidad se determina por titulación con una solución estándar de un 
ácido mineral fuerte a los puntos sucesivos de equivalencia del bicarbonato y 
el ácido carbónico (pH ≈4.5-4.3). Para determinar la Alcalinidad total se 
emplea una mezcla de reactivos indicadores (anaranjado de metilo/verde 
bromocresol), siguiendo el procedimiento estándar dictado por la American 
Water Works (Rice et al. 2012).  
3.1.6. Determinación de carbono orgánico  total 
El Carbono Orgánico Total (TOC), es la cantidad de carbono unido a un 
compuesto orgánico y se usa frecuentemente como un indicador no específico 




de calidad del agua o del grado de limpieza de los equipos de fabricación de 
medicamentos. Por medio del TOC podemos ver la cantidad de dióxido de 
carbono que se genera al oxidar la materia orgánica en condiciones especiales. 
Un análisis típico del TOC mide tanto el carbono total (CT) presente como el 
carbono inorgánico total (CIT). Restando el Carbono inorgánico total del 
Carbono total obtenemos el Carbono orgánico total. 
El método empleado para determinar el TOC se basa en una oxidación 
catalítica  de la muestra sobre un catalizador de platino a 680°C en atmósfera 
rica en oxígeno. Como producto de la combustión se genera agua que 
vaporiza y se elimina mediante una posterior condensación. Otro producto es 
el carbono (orgánico e inorgánico) que se oxida a CO2. Este dióxido de carbono 
se transporta empleando una corriente de aire y se mide mediante un detector 
de infrarrojos no dispersivo (NDIR) (Hendricks, 2007). 
3.1.7. Determinación de sodio  y  potasio 
 
La espectroscopia de emisión con llama es un método analítico basado 
en la medida de la energía radiante emitida por átomos (o iones o moléculas) 
de un elemento que se encuentra en estado de vapor. 
A temperatura ambiente, todos los átomos de una muestra se 
encuentran esencialmente en el estado fundamental. Los átomos son elevados 
a un estado electrónico excitado térmicamente, es decir, a través de colisiones 
con los gases quemados en la llama. El tiempo de vida de un átomo en el 
estado excitado es breve y su vuelta al estado fundamental va acompañada de 
la emisión electromagnética y la longitud de onda de esa radiación está en 




correspondencia con la diferencia de energía entre ambos estados (Na+ emite a 
589 nm y el K+ a 766 nm). Mediante un sistema monocromador o de filtro se 
aísla la zona del espectro de interés y la intensidad de la señal emitida se mide 
con un sistema fotométrico adecuado. La correlación entre la intensidad de la 
señal y la concentración del elemento emisor en una solución permite la 
utilización de este fenómeno con fines cuantitativos. Si la emisión se produce 
por la transición desde el primer estado excitado al fundamental se obtienen 
las llamadas líneas de resonancia que son las más intensas y las que se utilizan 
generalmente en este método. El sodio y el potasio se midieron mediante 
fotómetro de llama ARCANO FP 640 (Díaz de Santos, 1992). 
3.1.8. Determinación de calcio y magnesio 
 
La determinación de iones metálicos mediante el método 
complexometrico, se fundamenta en la capacidad que tienen las complexonas 
de secuestrar un catión polivalente por una molécula orgánica (agente 
quelante)  en proporciones estequiometrias, permitiendo realizar valoraciones 
volumétricas. Para cada catión metálico actúa un indicador específico, para el 
calcio el indicador es el ac. Calconcarboxilico y para el magnesio es negro de 
eriocromo (Díaz de Santos, 1992). 
3.1.9. Determinación de cloruros 
 
Un gran inconveniente de los cloruros es el sabor desagradable que 
comunican al agua, especialmente cuando se trata de cloruro sódico, este 
sabor puede ser menos pronunciado cuando está en presencia de calcio o 
magnesio. 




La presencia de cloruros en el agua es de origen variado y se debe 
principalmente a los terrenos que atraviesa. El contenido de cloruros en aguas 
naturales suele ser inferior a 50 mg/l. 
El  método de Mohr es aplicable para la determinación de cloruros en 
aguas superficiales, potables y residuales de origen urbano o industrial. 
   Es una precipitación de aniones cloruros por adición de una solución 
de nitrato de plata en presencia de un indicador. En una  solución neutra o 
ligeramente alcalina (pH 7-10) que contenga cromato, los cloruros se 
determinan con nitrato de plata, primero precipita el cloruro de plata y al 
llegar al punto de viraje se empieza a formar cromato de plata rojo (que 
corresponde al momento en que todos los iones  cloruro están precipitados). 
Las muestras coloreadas o turbias deberán ser clarificadas (Díaz de Santos, 
1992). 
3.1.10. Determinación de nitratos y nitritos 
 
Los nitratos aparecen en el suelo y en aguas superficiales y profundas 
como resultado de la descomposición natural, química o microbiana del 
material nitrogenado orgánico (proteínas vegetales, animales, excretas, 
sustancias químicas). 
El método empleado es el potenciométrico mediante electrodo de nitrato 
o nitrito acoplado a un pHmetro Crison 2000, calibrado mediante soluciones 
de nitratos o nitritos. El sistema potenciométrico consiste en un electrodo 
selectivo de membrana de intercambio iónico líquido y un electrodo de 




referencia Ag/AgCl.  El electrodo de Ref. 96 62 / 96 62 S7 se acopla a un equipo 
de pH Crison 2000. 
3.2. MÉTODOS FENOTIPICOS DE IDENTIFICACIÓN BACTERIANA 
3.2.1. Metodología básica microbiológica 
 
El estudio microbiológico se realiza según norma UNE- EN ISO 6222 
(Norma Europea 1999) y lo establecido en el Real Decreto140/2003, de 7 de 
febrero. La toma de muestras de agua se realizó de la siguiente forma: tras 
dejar correr el agua entre 3 y 5 minutos, se lavó el grifo con estropajo y jabón 
no iónico a pH neutro, flameándolo posteriormente y dejando correr el agua 
nuevamente durante unos 30 segundos a un minuto, recogiendo el agua en un 
recipiente previamente esterilizados en autoclave (121ºC/15min). 
 
Los medios empleados para el cultivo fueron:  
 Agar Nutritivo (composición en g/l: Peptona de Gelatina 5.0; 
Extracto de carne 3.0 Agar Bacteriológico 15.0 Llevar a pH 6.8 ± 
0.2); y medio  
 R2A, (composición en g/l: Extracto de levadura 0.5; Caseína 0.5; 
Glucosa 0.5; Almidón 0.5; Fosfato dipotásico 0.3; Sulfato 
magnésico 0.024; Piruvato sódico 0.3; Agar 15.0). 
Las muestras obtenidas se concentran 100 veces mediante un filtrador de 
membrana accionado por una bomba de vacío, utilizando filtros Isopore de 0.2 
µm de poro que han sido previamente esterilizados. Los filtros son 
resuspendidos en 10 ml de agua estéril (Carteret, 1996). Se utiliza el método de 
siembra en profundidad en placa. Se coloca 1 ml en cada placa de Petri y se le 




añade 15 ml del medio fundido y se mezcla mediante una suave rotación. Tras 
la siembra las placas se dejaron en reposo hasta su total solidificación. 
Posteriormente  las  series de  tres placas para Agar Nutritivo y otra 
serie igual de placas de R2A de las muestras obtenidas los lunes y viernes, 
fueron incubadas en estufa a 37°C ±2 y 22°C ±2. El perido de incubación fue de 
48 y 72 h (UNE-EN ISO 6222:1999). Al finalizar la incubación se procedió al 
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC)(UNE-EN ISO 8199:2008). 
Además de los medios de cultivo se emplearon los siguientes materiales: 
- Equipo de esterilización de calor húmedo (autoclave) Raypa. 
Mod. AES- 110 cod. 13310011 
-  Pipetas estériles desechables de 1 y 10 ml. 
- Estufa de incubación Sanilabo, serie Incubat de 36L. 
- Aparato contador de colonias. IUL Instruments. Contador de 
colonias manual de contacto. 
 
3.2.1.1.  Resiembra y conservación de cepas  
 
Las colonias aisladas a partir de los medios Agar Nutritivo y R2A, 
fueron sembradas en medios selectivos: Mac-Conkey para enterobacterias, 
medio de agar CLED (Cysteine lactose electrolyte deficient) para enterococos y  
agar Cetrimida para pseudomonas.  
Para su observación microscópica en fresco se utilizó caldo Nutritivo 
para el desarrollo de microorganismos con escasos requerimientos 
nutricionales (Pluripeptona 5.0 g y extracto de cRNAe 3.0 g) 




Para la conservación  de la cepa se resembraron en medioTSA (Agar de 
Tripticasa-soja de Difco; Barcelona, España) y se incubaron durante 24 h a 
30°C, (Castro et al., 2009). 
El TSA es un medio de uso general que permite el crecimiento tanto de 
microorganismos exigentes como no exigentes, que incluyen bacterias 
aerobias y anaerobias. Este medio se caracteriza por hacer visibles reacciones 
hemolíticas que producen muchas especies bacterianas. Éstas cepas fueron 
conservadas en diferentes condiciones, con el fin de tenerlas disponibles para 
el trabajo diario de laboratorio, y para asegurar su supervivencia a largo 
plazo. Los métodos de conservación fueron elegidos siguiendo las 
recomendaciones del Manual of Methods for General Bacteriology (Gherna, et al., 
1981).  
Para su utilización la cepa es resembrada por el procedimiento de 
siembra de aislamiento en medio de cultivo agar R2A. Para la conservación a 
largo plazo y ultra-congelación las cepas se inocularon en viales que contenían 
TSB (Trypticase Soy Broth de Difco) con un 15% de glicerol. Estos viales se 
incubaron a 30°C durante 24 h, para asegurar un mínimo de 108 células viables 
por ml, y posteriormente se congelaron a -80°C. 
 
3.2.2. Técnicas de observación microbiológicas 
 
Se realizaron estudios para la observación de las bacterias mediante 
técnicas en fresco (Gota pendiente, montaje húmedo y tinción de cápsulas) y 
tinción diferencial de Gram. Para este examen de microscopía óptica se ha 
empleado un microscopio OLIMPUS BH2 con contraste de fases. Para 




microscopia electrónica de trasmisión (MET) se empleó microscopio 
electrónico modelo ZEISS EM 10C. 
 
3.2.2.1. Técnica de la gota pendiente 
 
 Permite determinar la movilidad de organismos vivos suspendidos en 
un fluido. En esta técnica se coloca una gota dela suspensión bacteriana a 
estudiar en un cubreobjetos y se cubre con un portaobjetos (invertido) con una 
excavación central (portaobjetos excavado), fijandose los bordes del 
cubreobjetos con vaselina.  
 
3.2.2.2. Técnica del montaje húmedo 
 
 Las preparaciones húmedas se realizan colocando una gota de solución 
salina fisiológica sobre un portaobjetos, donde se disgrega una colonia de 
bacterias y sobre la que se coloca un cubreobjetos, para reducir la tasa de 
evaporación y eliminar corrientes de aire. Su observación al microscopio se 
realiza igual que en la gota pendiente. 
 
3.2.2.3. Tinción de cápsulas 
 
Algunas bacterias producen exopolímeros que se agrupan alrededor de la 
superficie de la envoltura celular que se denomina generalmente cápsula.  
Las cápsulas por sus características químicas no se tiñen normalmente 
con colorantes básicos como el cristal violeta o fucsina. Sin embargo, se 
pueden observar directamente mediante tinción negativa con nigrosina o tinta 
china. Este colorante está compuesto por partículas finas de carbón 




suspendidas en agua formando un auténtico coloide. Las partículas son 
demasiado grandes para penetrar a través de la matriz de la cápsula por lo 
que solo se tiñe el medio circundante. Para realizar la tinción se procede de la 
siguiente forma: 
1. Poner sobre un portaobjetos limpio una gota de Azul de Metileno, 
añadir otra gota de nigrosina al 10% o tinta china y al lado unas colonias 
cogidas del medio de cultivo. 
2. Mezclar bien ambas partes para formar una suspensión homogénea. 
3. Colocar suavemente un cubreobjetos sobre la suspensión. 
4. Poner papel absorbente alrededor del cubreobjetos, y presionar con los 
dedos el cubreobjetos. El exceso de suspensión será absorbido por el 
papel. 
5. Tirar el papel a un medio desinfectante o destruir 
6. Examinar al microscopio. 
Las cápsulas se verán con un halo transparente alrededor de la célula de 
color grisáceo-azulado con el medio circundante de color negro. 
 
3.2.2.4. Tinción de Gram 
 
Se encuentra entre las más importantes y frecuentes en microbiología 
y permite distinguir entre diferentes bacterias que pueden mostrar una 
morfologia similar en función a la estructura y composición de la pared 
celular.  
Procedimiento:  
1. Fijar la muestra por calor a un portaobjetos. 




2. Cubrir la preparación con Violeta de Genciana durante 3 minutos. 
3. Decantar y lavar. 
4. Cubrir con solución Ioduro-Iodurada (actua de mordiente, fijando el 
colorante) durante 1 minuto. 
5. Decantar y decolorar con alcohol-acetona. 
6. Lavar con agua y cubrir con fucsina diluida (1 gota por ml de agua) 
durante 30 segundos. 
7. Lavar, secar y observar al microscopio con objetivo de inmersión 100x  
con una gota de aceite. Condesador alto. 
 
3.2.2.5. Microscopía electrónica  
 
Tinción negativa: 
La fijación bacteriana se llevó a cabo en el propio medio con 
glutaraldehido al 2% de concentración final. 
La suspensión se lavó por centrifugación dos veces en tampón de 
cacodilato 0.1 M. 
El sedimento fue resuspendido en un mililitro de tampón de cacodilato 
0.1 M al que se le adicionó el mismo volumen de una solución de tetraóxido 
de osmio al 25% (1% final). El tetraóxido se eliminó mediante un lavado de 
tampón de cacodilato 0.1M y se centrifugó de nuevo. 
Tras la última centrifugación se eliminó el sobrenadante dejando unas 
gotas del mismo para permitir la dispersión celular concentrada. Se prepara 
agar Oxoid nº 1 al 2% en tampón cacodilato y se dejó enfriar a 45°C. Después 




se le adicionó 2 o 3 gotas de agar fundido y enfriado a 45°C al sedimento y se 
mezcla con una pipeta Pasteur caliente. 
El material fue depositado sobre un portaobjetos y una vez solidificado 
se cortó en cubos aproximadamente de  1 a 3 mm de lado. Estos fueron fijados 
posteriormente durante 2 horas a 4°C con una solución acuosa de acetato de 
uranilo al 2%. 
Los tubos de agar fueron deshidratados gradualmente en una serie de 
concentraciones de etanol e incluidos en Epon, utilizando el óxido de 
propileno como paso intermedio. 
Las muestras se prepararon en una capsula de gelatina y la resina se 
dejó polimerizar a 70°C durante dos días. Las secciones ultrafinas se 
obtuvieron con un ultramicrotomo  y se recogieron en rejillas de cobre. 
Las secciones se contrastaron en las mismas rejillas con acetato de 
uranilo y con citrato de plomo al 4% durante 3 minutos (Gonzalez et al., 1991). 
Para el examen de microscopia electrónica de trasmisión (MET) se 
empleó el modelo ZEISS EM 10C, con un potencial de aceleración de 80 Kv. 
 
3.2.3. Identificación bioquímica 
 
Las bacterias no muestran una gran variedad de aspectos morfológicos y 
por tanto su identificación requiere además de la información obtenida en el 
estudio morfológico, realizar otras determinaciones (fisiología, 
comportamiento bioquímico, etc.). La identificación debe especificar el género 
al que pertenece el microorganismo y concluir la identificación a nivel de 




especie. El empleo de ciertas pruebas bioquímicas permite identificar con un 
alto grado de precisión la mayoría de las bacterias clínicamente significativas. 
Debido a la lentitud de crecimiento de la mayoría de las bacterias es de gran 
interés disponer de métodos que nos permitan obtener resultados en el menor 
tiempo posible. Los sistemas miniaturizados e informatizados ofrecen rapidez 
en el sentido de que realizan muchas pruebas bioquímicas en poco tiempo 
pero no dejan de ser sistemas dependientes de cultivo. 
 
3.2.3.1. Sistemas miniaturizados 
 
Los sistemas miniaturizados son de gran ayuda en microbiología por su 
rapidez, fiabilidad y la gran cantidad de pruebas bioquímicas que se pueden 
realizar en poco tiempo y con un bajo coste.  
Su sistema de funcionamiento generalmente consiste en determinar la 
actividad de una vía metabólica a partir de un sustrato al que se le incorpora 
la suspensión bacteriana de un  medio de cultivo y que la bacteria incorporada 
metaboliza o no, dependiendo de la utilización del mencionado substrato.  
En este estudio se emplearon 4 tipos de sistemas miniaturizados: 
 API CORYNE  V3.0, Ref. 20900: identificación de actinobacterias. 
 Paneles deshidratados Microscan, Gran Positivos CIM/Combo. 
  API  ID 32 E Ref. 32400: identificación de enterobacterias. 
 API ID 32 STAPH, Ref. 32500: identificación del género 
staphilococcus y micrococcus. 
 
 




API CORYNE  V3.0, Ref. 20900 de Biomeriux.  
Es un sistema manual capaz de identificar en 24 horas a 49 especies de 
bacterias corineformes encontradas habitualmente en clínica, el test consiste 
en galerías que contienen 21 microtubos o pocillos. Las galerías contienen los 
siguientes sustratos deshidratados: Reducción del nitrato; Pirazinamidasa; 
Pirrolidonil arilamidasa; Fosfatasa Alcalina; β-Glucoronidasa; β-
Galactosidasa; α-Gucosidadasa; N-acetilβ-glucosaminidasa; Hidrólisis de la 
esculina; Ureasa; Hidrólisis de gelatina; Glucosa; Ribosa; Xilosa; Manosa; 
Maltosa; Lactosa; Sacarosa; Glucógeno; Catalasa. 
Los pocillos se inoculan con una suspensión bacteriana, las reacciones 
producidas durante el periodo de incubación se traducen en cambios de color 
(perceptibles o en presencia de reactivos que delatan el color) o presencia de 
turbidez. Estas galerías fueron leídas para su identificación por medio del 
sistema automático ATB Expession de Biomerieux, nº de serie IAF002407 el 
cual genera un código de 7 dígitos. 
Las galerías fuero incubadas en cámara húmeda a (35-37°C) durante 24 
horas. La reacción de catalasa (prueba 21 de la galería) se realizó añadiendo 
una gota de agua oxigenada al 3%, la aparición de burbujas se interpretó como 
prueba positiva. El pocillo de nitratos fue revelado por adicción de los 
reactivos 1 (ácido sulfanílico-ácido acético) y 2 (N, Ndimetil-1-naftilamina). 
Los pocillos con enzimas (pirazinamidasa, pirrolidonil arilamidasa, fosfatasa 
alcalina, β- glucuronidasa, β-galactosidasa, α-glucosidasa, N-acetil β-
glucosaminidasa) fueron revelados con 1 gota del reactivo ZYM A (Tris-
hidroximetil-aminometano y lauril sulfato de sodio) y una gota de ZYM B 
(Fast Blue BB) y leídas después de 10 minutos. 




Galerías del sistema MicroScan, Gran Positivos CIM/Combo 
Es un sistema automatizado para la identificación microbiológica a nivel 
de especie, que incorpora a las tradicionales pruebas bioquímicas otras 
relacionadas con la sensibilidad frente a antibióticos a bajas concentraciones 
(Novobiocina y Bacitracina). Incluye las siguientes determinaciones: Cristal 
Violeta; Separador de Micrococos; Nitrato; Novobiocina; PNP β-Glucorónido; 
Indoxil Fosfatasa; Voges Proskauger; Optoquina; Fosfatasa; Bilis Esculina al 
40%; L-pirrolinodil; β-Naftilamida; Arginina; PNP- β-Galactopiranóxido;  
Urea; Manitol; Lactosa; Trehalosa; Manosa; Cloruro; Sorbitol; Arabinosa;  
Ribosa; Inulina; Rafinosa; Bacitracina; Pirubato (Figura 3.2). Las galerías 
fueron leídas en un equipo Microscan Walkaway 96 plus de Siemens. 
 
Galerías API de Biomerieux,  ID 32 E Ref. 32400 
Son un sistema para la identificación de enterobacterias compuesto por 
32 ensayos enzimáticos que permitieron aumentar el número de pruebas 
bioquímicas para la identificación (Figura 3.1). Las pruebas  que se aportaron 
no contenidas en el Api Coryne V3.0, son las siguientes: Eritrosa; Rhanosa; 
Dulcitol; Inositol; 5-cetogluconato potásico; L-triptófano (Indol).  
 
 
Figura 3.1.Galerías  API (Biomerieux). 




Galería ID 32 STAPH, Ref. 32500 
Esta galería es un sistema para la identificación del género staphilococcus 
y micrococcus, con 32 ensayos enzimáticos, estos últimos ensayos se realizaron 
con la finalidad de recopilar pruebas enzimáticas que no se encontraban en las 
galerías anteriores como: Fosfatasa alcalina; Lipasa (C14); α-galactosidasa; β-
galactosidasa; β-glucuronidasa; α-glucosidasa; α-glucosidasa; β-glucosidasa; 
N-acetil-β-glucosaminidasa; Ureasa.  
Estas galerías como las ID 32 E, fueron leídas por medio del  sistema 
automático de identificación  ATB Expession de Biomerieux, nº de serie 
IAF002407. 
 
3.2.3.2. Pruebas adicionales  
 
Al ser muy similares las reacciones con los sustratos establecidosde las 
pruebas bioquímicas anteriormente descritas, más del 40% de las 
identificaciones requieren de pruebas adicionales (Freney et al., 1991). Se 
realizaron las siguientes pruebas adicionales; Prueba CAMP (Christie, Atkins, 
and Munch-Peterson); Azul Algodón de Lactofenol (Micelios); Determinación 
de la susceptibilidad a los antimicrobianos. 
 
Prueba CAMP (Christie, Atkins, and Munch-Peterson) 
 
La prueba CAMP (Stap. aureus) es una prueba sencilla de gran utilidad 
que ha sido descrita como positiva en todas las cepas aisladas de Rhodococus 
equi. Es conocida como  factor equi, cuyo fundamento es la interacción de este 
factor con la toxina de Staphylococcus aureus, aumentando la hemólisis de esta 




cepa. La prueba se realiza en una placa de agar sangre donde se siembra 
verticalmente una estría de la cepa de R. equi y perpendicular a ésta, otra de 
Staphylococcus aureus. Después  de incubar 16 a 18 horas a 35°C se observa el 
aumento de la hemólisis. 
 
Azul Algodón de Lactofenol (Micelios) 
Se empleó esta técnica para descartar la presencia de micelios en las 
colonias aisladas. Se realizan las preparaciones a partir de cultivos. El fenol 
destruye la flora acompañante; el ácido láctico conserva las estructuras 
fúngicas y el azul algodón tiñe la quitina de las paredes fúngicas. 
Añadimos una gota de la suspensión bacteriana en un portaobjetos. 
Sobre ella se dispensó una gota de azul algodón y ponemos el cubreobjetos. 
Posteriormente se observó al microscopio la posible presencia de estructuras 
filamentosas asociadas a la presencia de micelio. 
Determinación de la susceptibilidad a los antimicrobianos 
 
La sensibilidad a los agentes antimicrobianos, se realizó con los 
antimicrobianos empleados en tratamientos de infecciones causadas por 
bacterias coryniformes. La prueba de sensibilidad a los antibióticos fue 
realizada por la difusión del disco de antibiótico en un medio de Agar 
Mueller-Hinton con sangre al 5%. Se realizó una siembra por agotamiento y se 
depositaron los discos de antibioticos en las placas, las cuales fueron 
incubadas a 35°C, entre 24 y 48 horas, se utilizó el  criterio establecido para 




estafilococo por el National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS) (Ying, H. et al 2004). 
También se realizaron pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos 
mediante la determinación de Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
empleando las galerías del sistema MicroScan, Gran Positivos CIM/Combo 
que se realiza al mismo tiempo que la identificación bioquímica. Los sistemas 
Walkaway 96 plus son líderes en pruebas de identificación microbiana y 
sensibilidad a los antimicrobianos, proporcionando productos de alta calidad 
que generan una gran confianza y seguridad (Figura 3.2). Este sistema permite 
establecer la sensibilidad de las muestras frente a distintos antimicrobianos en 
diferentes concentraciones. Los antimicrobianos que se emplearon son los 
siguientes: Amoxicilina; Penicilina; Amoxicilina/ac Clavulánico; Cefotaxina; 
Ciprofloxacino; Norfloxacino; Erythromycina; Gentamicina; Imipenem; 
Rifampicina; Tetraciclina; Vancomicina. 
 
Figura 3.2. Sistema Combo equipo MicroScan Walkaway. 




3.3. MÉTODOS MOLECULARES DE IDENTIFICACIÓN BACTERIANA 
3.3.1. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 
Dados los problemas inherentes que presentan los sistemas de 
identificación fenotípicos (no todas las cepas de una misma especie muestran 
características homogéneas, una misma cepa puede generar diferentes 
patrones en ensayos repetidos y también las limitaciones en las bases de datos, 
entre otros), los métodos moleculares se han erigido como procedimientos 
complementarios, alternativos o incluso de referencia a los fenotípicos 
(Fernández et al., 2010). 
De los métodos moleculares disponibles los mejores son aquellos que no 
dependen de cultivo previo. Entre éstos se puede destacar la técnica de la PCR 
que se puede realizar directamente de la muestra si los cebadores diseñados 
son suficientemente específicos.  
Las bases para el método de amplificación in vitro de ácidos nucleicos 
fueron descritas por Kleppe (Kleppe et al. 1971), quienes describieron una 
síntesis extensiva de DNA catalizada por DNA polimerasas en la reparación 
de la replicación. Pero fue K. Mullis, científico de la compañía Cetus, quien en 
1983 desarrolló un proceso de amplificación in vitro de ácidos nucléicos, 
apoyándose en la teoría de la síntesis automatizada de oligonucleótidos, 
patentándose la técnica en 1987 como “Proceso de amplificación de ácidos 
nucleicos”(Patente CA 1340807 C). 
La PCR es un proceso de amplificación enzimática in vitro del DNA o 
RNA, iniciada por unos fragmentos cortos de DNA llamados iniciadores o 
cebadores (primers). Este proceso se lleva a cabo cíclicamente. Cada ciclo está 




dividido temporalmente en tres fases térmicas: desnaturalización de la doble 
cadena de DNA, acoplamiento o unión de los iniciadores y polimerización 
mediante la adición de dNTPs por la enzima Taq polimerasa. 
Los productos de la PCR, llamados amplicones, se detectan 
normalmente por electroforesis en gel de agarosa y se visualizan bajo luz 
ultravioleta. Debido a su sencillez, sensibilidad y rapidez, su uso en 
laboratorios clínicos ha supuesto una revolución en el concepto de la detección 
de patógenos. Muchos problemas derivados de la detección mediante las 
técnicas tradicionales pueden obviarse mediante la PCR, lo que ha hecho que 
esta técnica suponga una alternativa muy eficaz en microbiología. 
Recientemente el proceso de PCR se ha automatizado, permitiendo 
además la cuantificación de los productos de amplificación en tiempo real. 
Esta nueva técnica conocida como “Real-Time PCR” no requiere el análisis 
posterior de la muestra, evitando contaminaciones y minimizando el tiempo 
de análisis de las muestras. Esta técnica se ha usado para cuantificar 
poblaciones microbianas en fangos activos (Hall, 2002, Dionisi et al., 2003). 
El protocolo comprende cuatro puntos principales: 
1.-Lisis de células. 
2.-Extracción del DNA.  
3.-Extracción con alcohol isoamilico. 
4.-Precipitación en alcohol. 




3.3.1.1. Protocolo extracción DNA 
 
a) Partimos de un cultivo en caldo L.B (Luria-Bertani) de células leídas a 
A600 = 1.5 y dividir el cultivo en alícuotas de 1.5 ml. 
b) Obtención del pellet de las células por centrifugación. 
c) Añadir Buffer Lisis de extracción 400µl: (2% Triton X-100; 100mM 
NaCl; 10mM Tris pH 8; 1mM EDTA pH 8.5). 
d) Añadir 5 µl de lisozima  (10 mg/ml) Añadir 5 µl de solución de 
proteinasa K (10 mg/ml). Incubar 30 minutos a 37°C. 
e)  Añadir 10 µl de SDS al 25% (poner en volter). 
f) Incubar a 55°C durante 30 minutos. 
g) Añadir 400 µl de fenol, poner en voltex y centrifugar durante 5-10 min 
a 13000 rpm.  
h) Recoger 400 µl el sobrenadante (tampón + DNA) y precipitar el DNA 
añadiendo 400 µl de isopropanol y 40 µl NaOAc. 
i) Centrifugar 20 min a 13000 rpm, retirar sobrenadante y lavar, sin 
agitar, el pellet con 200 µl etanol al 70%. 
j) Centrifugar durante 10 min y retirar el sobrenadante, dejando secar el 
precipitado. Resuspender en 50  µl de TE 1X. 
Para este proceso se empleó el siguiente material: 
 Cabina de seguridad biológica Clenecab   HERBOLAB  nº de serie  08 
0030 000 100. 
 Baño seco Digital Accu Block  nº de serie S81414055, con pantalla 
digital y microprocesador. 




 Microcentrifuga para tubos Eppendorf   ROS 1481 Bunsen nº de serie 
10055031. 
 




Se requieren los siguientes reactivos además del DNA total de  muestra: 
 
 Polimerasa “hot Star”: La polimerasa “Hot Star” se trata de una mezcla 
de reacción 2x lista para su uso, de manera que solo se le debe añadir 
agua,  primers y DNA. Los principales ingredientes de esta polimerasa 
son, dNTPs, MgCl y una polimerasa que es inactiva a temperatura 
ambiente, requiriendo un paso previo de activación de 10 minutos a 
95°C, que le proporciona una mejor especificidad. 
 
 Primers: En el caso de los primers, las casas comerciales suelen 
suministrarlos de forma liofilizada, facilitándose la cantidad en masa 
(en ng o nmol, etc). Para diluirlo a 100 µM (que es una concentración 
adecuada para su almacenamiento), es preciso añadir la cantidad 
correspondiente de agua pura al stock suministrado. El desarrollo del 
protocolo requiere ahora preparar una alícuota a 10 µM para lo que se 
realiza una dilución 1/10, añadiendo 5 µl de primeren 45 µl de H2O. 
Ponemos en un tubo eppendorf  5 µl de cada primers y añadimos 90 µl 
de agua exenta de nucleasas, cogemos 2.5 µl para la PCR. Se calculan 
las cantidades correspondientes al volumen de reacción. Normalmente 




este volumen es de 25, 50 ó 100 µl. Para 25 µl, la cantidad a utilizar de 
DNA será de 2.5 µl, para 50 y l00 µl  las cantidades serán 5 y 10, 
respectivamente. 
 
 H2O ultrapura para biología molecular. 
 
 Termociclador  Mastercycler personal   Eppendorf  nº de serie 
533255305. 
 
3.3.2.3. Protocolo PCR con polimerasa “Hot Star”. 
 
En un tubo ependorff de 0.5 ml de capacidad, ponemos lo siguiente para 
un volumen total de 25 µl. 
 
REACTIVOS     VOLUMEN 
Polimerasa “HOT STAR” 15 µl 




      2.5  µl 
 
Agua libre de nucleasas 
 
   5  µl 
 
Se han utilizado los primers Universales para amplificar la secuencia 
completa del  16S rRNA y contienen las siguientes secuencias de bases: GM3f 
(5'AGAGTTTGATCMTGGC3') y GM4r (5'TACCTTGTTACGACTT3’) 




(Muyzeret, 1995). Estos primers se utilizan para amplificar cualquier tipo de 
bacterias. También fueron empleados primers para Nocardias con las 
siguientes secuencias, 27f (5‘GAGTTTGATCCTGGCTCAG3’), y 1525r 
(5’AGAAAGGAGGTGATCCAGCC3’); (Rainey et al., 1996). 
 
Las condiciones de la PCR se establecieron igual para todas las 
muestras, se comenzó con un paso inicial de desnaturalización de 10 min a 
95°C, continuando con 35 ciclos a 95°C durante 1min bajando posteriormente 
a 45°C durante 1 min y a 72°C durante 2 min. Terminando con una última 
elongación a 72°C durante10 min. Tras la elongación se programa el 
termociclador para que enfríe a 4°C durante un tiempo indefinido (Muyzer et 
al., 1995). 
El producto de la PCR se almacenó posteriormente a -20°C hasta su 
posterior procesamiento para la secuenciación. 
 
 
3.3.2.4. Preparación del gel de agarosa para la electroforesis  
 
La agarosa es un polisacárido formado por galactosas alfa y beta, que se 
extrae de las algas de los géneros Gellidium y Gracillaria, sirve para formar una 
matriz inerte que nos permita separar moléculas de DNA mediante 
electroforesis. Para la preparación de un gel de agarosa se precisa realizar los 
siguientes pasos: 
 
1. Se vierten en un matraz 100 ml del tampón de electroforesis TAE 1X y 
disolvemos en el 1.5 g de agarosa (1.5 %).  




2. Se funde la solución de agarosa en un microondas durante 1 minuto o en 
placa calefactora.  
3. Se deja enfriar la suspensión hasta que alcance unos 50°C 
aproximadamente.  
4. Se sella con cinta adhesiva el soporte donde se va a verter el gel de agarosa 
y se coloca el peine que servirá para formar los pocillos del gel.  
5. Una vez que la solución de agarosa ha alcanzado los 50°C, se le añaden 7 μl 
de bromuro de etidio (10 mg/ml) y se mezcla bien.  
6. Se vierte la solución de agarosa con bromuro de etidio en el soporte, 
previamente sellado. Se deja polimerizar durante unos 30 minutos. 
 
3.3.2 .5. Electroforesis 
 
 Para realizar la electroforesis seguimos los siguientes pasos: 
 
1. Se  retira la cinta adhesiva con la que se ha sellado el soporte del gel y se 
coloca en la cubeta de electroforesis SCIE-PLAS nº de serie 6423. Los pocillos 
deben de estar cerca del cátodo (polo negativo, color negro).  
2. Se añade tampón de electroforesis TBE 1X, de forma que cubra bien el gel de 
agarosa. 
3. Se aplican 10 μl de la muestra preparada en el apartado anterior en dos de 
los pocillos.  
4. Se aplican 10 μl de marcadores de peso molecular en otro de los pocillos.  
5. Se tapa la cubeta de electroforesis y se conectan los electrodos a la fuente de 
alimentación. Se comprueba que está bien conectada.  




6. Se programa la fuente a 100 voltios durante 60 minutos a temperatura 
ambiente. Debido a su carga negativa, los ácidos nucleicos migran hacia el 
ánodo separándose en función de su tamaño. 
 
3.3.2.6. Visualización de los fragmentos de DNA 
 
Una vez acabada la electroforesis se visualizan los fragmentos de DNA 
mediante un Transiluminador Alfa Digidoc Pro Alfainnotech   nº de serie  
8422212A0062, con luz UV a 360 nm y se realiza una fotografía de la imagen 
utilizando una cámara digital provista de un filtro naranja.  
El tamaño de las bandas se calcula a partir de la distancia recorrida en 
relación con la de los estándares de tamaño conocido. Se puede hacer sobre 
una copia en papel o analizando la imagen digital con el software adecuado. 
 
3.3.2.7. Purificación del DNA para la secuenciación  
 
Utilizamos para la purificación del DNA un Kit de  SIGMA Aldrich Gen 
Eluet PCR nº de catálogo NA 1020. Este kit está diseñado para la purificación 
y concentración rápida de fragmentos de DNA (50 pb a 10 kb) procedentes de 
reacciones de PCR o de geles de agarosa. Para ello se parte de volúmenes de 
hasta 100 μl del producto de PCR o de hasta 900 mg de gel de agarosa. El gel 
combina un tampón con un agente caotrópico con una columna tipo spin para 
purificación del DNA. Para medir la calidad de la DNA extraído se utilizó un 








3.3.3. Análisis de secuencias 
 
3.3.3.1. Secuenciación del Gen 16S rRNA  
El producto purificado de la  PCR fue secuenciado mediante un equipo 
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer  de acuerdo con el protocolo del 
fabricante y editado por medio del programa BioEdit. Es un editor de 
alineación de secuencias biológicas escrito para Windows. 
Las secuencias de Pares de bases (pb) obtenidas mediante la 
secuenciación del 16S rRNA  son introducidas en BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) es un programa informático de alineamiento de 
secuencias de tipo local que pertenece a la base de datos del National Center 
for Biotechnology Information (NCBI). El programa compara la secuencia 
problema (también denominada en la literatura como secuencia query) contra 
una gran cantidad de secuencias que se encuentren en su base de datos. El 
algoritmo encuentra las secuencias de la base de datos que tienen mayor 
similitud a la secuencia problema.  
 Para un posterior alineamiento y estudio filogenético de los resultados 
obtenido mediante la consulta al NCBI se utilizaron las bases de datos de 
CLUSTALW2 y el CLC BIO. 
 
3.3.3.2. Contenido de G+C 
El contenido de G+C es variable en diferentes organismos, se cree que en 
este proceso intervienen entre otras, la variación en la selección y el sesgo 
mutacional (Birdsell, 2002). El problema de las especies en taxonomía 




procariota ha llevado a diversas sugerencias en la clasificación de las bacterias, 
y el comité Ad hoc sobre la conciliación de los enfoques de la sistemática 
bacteriana ha recomendado el uso de relaciones de G+C en la clasificación 
jerárquica de organismos de nivel superior (Wayne et al., 1987).  
Para comprobar que el contenido de G+C de la bacteria que estamos 
investigando es alto, introducimos la secuencia de pb en un marco de lectura 




















































































































4.1. PARÁMETROS  FÍSICO-QUÍMICOS 
4.1.1. Determinaciones fisicoquímicas 
En la Tabla 4.1 se presentan la media de los resultados obtenidos de las 
tres muestras recogidas  los lunes y viernes. Estas muestras están marcadas 
como L1, L2, L3, L4 y V1, V2, V3 y V4. 
 





Muestras obtenidas los lunes 
 
Muestras obtenidas los viernes 
 
Valor 
paramétrico   
L 1 
 
L  2 
 












Temperatura 18ºC 18ºC 18ºC 18ºC 18ºC 18ªC 18ºC 18ºC 12-18 
Ph 8.18 8.31 8.28 8.28 8.15 8.31 8.34 8.34 6.5 – 9.5 
Conductividad 832 840 798 798 826 843 798 798 2500 
Cloro libre 0.06 0.02 0.08 0.05 0.37 0.30 0.36 0.37 1.0 
Cloro 
combinado 
0.17 0.06 0.15 0.17 0.14 0.21 0.06 0.12 2.0 
Cloro total 0.23 0.08 0.23 0.22 0.51 0.51 0.42 0.49 (*) 
Oxígeno 
disuelto 
98/91 96 /8.9 96 / 8.9 96 / 8.9 98/9.1 96 / 8.9 96 / 8.9 96 / 8.9 > 75% 
Alcalinidad 
Total 
81.3 86.3 66.3 66.3 81.3 86.3 62.5 62.5 (*) 
TOC 3.75 3.02 3.09 3.09 2.79 2.91 2.84 2.84 (*) 
 Na+ 62.5 64.9 61.5 61.5 64.9 65.8 60.2 60.2 200 
 K+ 2.49 2.65 2.47 2.47 2.57 2.73 2.45 2.45 10 
Ca++ 46.1 42.4 38.4 38.4 45.7 44.1 36.1 36.1 100 
Mg++ 12.2 6.8 11.3 11.3 11.9 11.9 10.6 10.6 30 
SO4
= 24 53.8 66.3 66.3 54.3 51.6 65.4 65.4 250 
Cloruros 135 108 127 127 137 107 122 122 250 
CO3H
- 99.1 86.4 80.8 80.8 99.1 86.3 71.37 71.37 (*) 
CO3 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.24 0.24 < 0,2 
Nitrato 63 56 56 56 55 48 55 55 50 
Nitrito 0.31 0.33 0.40 0.24 0.22 0.32 0.23 0.21 0.1 
Tabla 4.1. Resultados de  parámetros  físico-químicos.  (*) La legislación no establece valor paramétrico. 
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Los parámetros que se detallan a continuación permanecen dentro de la 
normalidad establecida en los criterios sanitarios de la calidad del agua de 
consumo humano. 
La temperatura del agua, se mantiene constante a 18°C en el límite del 
valor paramétrico, un valor apreciado en el agua es que se mantenga siempre 
frescas. 
El pH se mantiene prácticamente constante y dentro del valor 
paramétrico, oscilando entre los 8.18 y 8.34, lo que generalmente sucede en 
aguas tratadas con cloro oscilando el pH  entre 5 y 10. 
La conductividad, nos da una idea de la cantidad de sales disueltas, la 
concentración de sales en las muestras se encuentra en un valor estable y con 
un contenido medio en sales. 
El resto de parámetros que constituyen las sales como son el Na+; K+; 
Ca++; Mg++; SO4=; Cloruros;  CO3H- , se encuentran por debajo de lo que sería el 
valor medio del valor paramétrico. 
4.1.2. Niveles  de cloro en agua 
 
Al observar niveles de cloro libre por debajo de lo establecido como 
valor paramétrico, se realizó un estudio semanal de la presencia de cloro 
durante los mismos meses. Se obtiene el valor medio de las muestras 
obtenidas durante tres semanas consecutivas (Tabla 4.2). Como datos 
importantes está la disminución de cloro libre y total en las muestras 
obtenidas los lunes, aumentando ambos parámetros de forma gradual hasta 
alcanzar  un máximo el jueves entre 0.43 mg/L de cloro libre y 0.48 mg/L de 




cloro total respectivamente. También se puede observar la disminución de 
cloro combinado  durante todos los días de la semana. 
 
TABLA 4.2. LECTURAS DE CLORO EN LOS DISTINTOS DÍAS DE LA SEMANA 
 
Día                   Hora 
 
Lunes               8:30 
                       12:30 
 
Martes             8:30 
12:30 
 
Miércoles        8:30 
12:30 
 
Jueves             8:30 
                      12:30 
 















Cl libre     Cl combinado     Cl total 
 
0.10                0.4                     0.14 
0.14               0.02                    0.16 
 
0.29               0.02                    0.31 
0.26               0.06                    0.32 
 
0.38               0.08                    0.46 
0.29               0.04                    0.33 
 
0.43              0.05                     0.48 
0.42              0.08                     0.50 
 
0.36              0.05                     0.41 
0.37              0.11                     0.48 
 
A pesar de que el cloro esta disminuido, se tiene una mezcla de ácido 
hipocloroso y de iones hipoclorito en proporción suficiente para actuar como 
desinfectante  para los  microorganismos. 
4.2. ESTUDIO FENOTIPICO 
4.2.1. Recuento de bacterias 
 
Siguiendo la metodología analítica  descrita en Materiales y Métodos, se 
realizaron ensayos de los cultivos  bacterianos  en distintas  condiciones 
(medio de cultivo, tiempo y temperatura de incubación) para determinar su 
influencia sobre el recuento de las UFC y seleccionar las mejores condiciones 
para el recuento bacteriano. 
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No se establecieron diferencias significativas (p>0.05) entre los dos 
medios de cultivo ensayados. En relación con el tiempo de incubación se 
observaron diferencias significativas concluyendo que las mejores condiciones 
para el recuento fueron  a las 72 h.  También se encontró una diferencia 
signinifativa en función a la temperatura de incubación, observándose 
mayores recuento a 22°C.  
Como se observa en la Figura 4.1 el recuento obtenido en las muestras 
recogidas los lunes es significativamente mayor que los obtenidos en las 
muestras recogidas los viernes. 
 
Figura 4.1.  Representación de los valores medios (±ET) del recuento de bacterias en las muestras 










En la  resiembra para búsqueda de otras bacterias de contaminación 
fecal en los medios selectivos de agar Mac-Conkey, agar CLED  y agar 
Cetrimida, no se observó crecimiento por lo que se consideró como negativo 
para Coliformes, Enterococos y Pseudomonas. 
4.2.2. Características macroscópicas 
 
4.2.2.1. Tipificación de las colonias aisladas 
 
En la placa de recuento (Fig. 4.2), se observan colonias de un 
microorganismo aeróbico  de tamaño entre 2 - 5 mm  de diámetro y son 
generalmente de color blanco grisáceo con aspecto mucoide, convexo y 
brillando ligeramente después de 48 horas de incubación.  
 
 
Figura 4.2. Aspecto de las colonias en agar Nutritivo y R2A. 
 
En la fotografía (Figura 4.2), marcada como A corresponde al aspecto de 
las colonias aparecidas en  agar Nutritivo a 22°C después de sembrar una 
alícuota de 1 ml del concentrado 100 x de agua de red al cabo de 72 horas de 
incubación. La fotografía marcada con B corresponde a la resiembra de una 
A B 
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colonia para su aislamiento en medio R2A a 22°C para su posterior 
identificación. 
 
4.2.3. Conclusiones sobre el  crecimiento bacteriano 
 
El control de la calidad del agua se centra en aquellos organismos 
patógenos para el hombre, utilizándose para ello unos bioindicadores 
microbiológicos de contaminación biológica que comprende la búsqueda de 
organismos tales como: bacterias aerobias a 37°C como coliformes (Escherichia 
coli), enterococos (estreptococos D) y pseudomonas, que forman parte de la 
contaminación del agua. 
En los análisis que se realizaron al agua problema no se han encontrado 
microorganismos tales como coliformes (Escherichia coli), enterococos 
(estreptococos del grupo D) y pseudomonas.  
En el recuento de las UFC a las  72 horas, se llega a la conclusión  de una 
importante disminución  de las UFC en las muestras  obtenidas los viernes,  
posiblemente es debido al aumento de cloro en relación al detectado los lunes. 
También podemos observar que no existe una diferencia significativa en 
el crecimiento de los microorganismos tanto en el medio de agar nutritivo 
como en el medio de agar R2A. 
Sin embargo si se observa una diferencia significativa que corresponde a 
un mayor crecimiento a la temperatura de 22°C que a la de 37°C (P<0.05). 
Estos datos indican que el crecimiento de la microbiota no depende del medio 
de cultivo (P>0.05). 




4.2.4. Características microscópicas 
 
4.2.4.1 Microscopia óptica    
 
En la tinción de cápsulas no se observa una delimitación clara  para 
afirmar la presencia de cápsulas. En el examen en fresco (montaje húmedo) 
mediante contraste de fases se observan distintas formas de división, algunas 
de ellas son formas bacilares en “V” en cultivos líquidos recientes (caldo 
nutritivo) y formas cocóides en cultivos estacionarios, con una morfología de 
división celular en un mismo plano semejante a los estreptococos. 
 Mediante la tinción de Gram observamos  bacilos de diferentes 
longitudes (1 a 4 mm) después de 24 horas de incubación y las células 
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El conjunto de las estructuras de las células bacilares dispuestas en  
formaciones en “L” o “V” como las formas cocoides son gram-positivas.  
En la micrografía A (Figura 4.3) se observan formas bacilares en fase 
vegetativa en un cultivo joven. En la micrografía B se observan formas  
cocoides en un cultivo depauperado. Ambas preparaciones se han observado 
en fresco mediante contraste de fases.  
Mediante la tinción diferencial de Gram,  en la micrografía C se pueden 




4.2.4.2. Microscopia electrónica  
 
Para el examen de microscopia electrónica de transmisión (MET) se 
empleó el modelo ZEISS EM10C, con un potencial de aceleración de 80 Kv. 
(Figuras 4.4 a 4.7) se observaron con detalle la pared celular, nucleoides, 
ribosomas y septos de división.  
Las formas cocoides estudiadas se disponen en cadenas similares a las 
de los estreptococos y muestran una gruesa pared celular. En las formas 
bacilares se observan tanto los septos de división como la disposición de las 
células en “V” después de la división. 
 
 





Figura 4.4. Microscopia electrónica I. A. Formas cocoides en cadena. B. Detalle de la anterior: (a) Pared 
celular gruesa, (b) Mesosomas, (c) Nucleoide central. 
 
 
Figura 4.5. Microscopia electrónica II. Forma en V típica del final del proceso de división; ambas células 
comparten una zona de la pared celular. (a) Pared celular, (b) Nucleoides(c) Restos de la capa 
mucilaginosa unidos a la pared celular, (d) Ribosomas en el citoplasma. 




Figura 4.6. Microscopia electrónica III.A. Forma bacilar en fase de división. B. Ampliación de la 
anterior: (a) Pared celular, (b) nucleoides en ambas células. (c) Septo de división celular, (d) Restos  




Figura 4.7. Microscopia electrónica IV. Formas en V propias del final del proceso de división previo a la 
separación completa de las dos células.  En A se puede observar: (a) Pared celular gruesa bien delimitada, 
(b) unión celular por una pequeña porción de pared. B: (a) Zona en que las células están ya separadas, (b) 
Pared celular bien delimitada., (c) Nucleoide, (d) Septo de división, (e) Ribosomas. 




4.2.5 Conclusiones  sobre el estudio microscópico 
 
En el examen por medio de la microscopía óptica, se observó lo 
siguiente:  
En la tinción de cápsulas, al no existir una delimitación clara alrededor 
de la bacteria no se pudo afirmar la presencia de esta.   
En el examen en fresco (montaje húmedo) al contraste de fases se 
observan distintas formas de división algunas de ellas son formas bacilares en 
“V” en cultivos líquidos recientes (caldo nutritivo) y formas cocóides en 
cultivos estacionarios, con una morfología semejante a los estreptococos.  
Con la tinción de Gram observamos formas  bacilares de diferentes 
longitudes (1 a 4 mm) con estructuras dispuestas en  formaciones en “L” o “V” 
después de 24 horas de incubación y las células cocoides aparecen después de 
48 horas de incubación. Tanto las formas bacilares como las cocoides son 
gram-positivas.  
Mediante la microscopia electrónica se observan restos de la capa 
posiblemente mucilaginosa, una pared celular gruesa así como las distintas 
fases de división.  
La envoltura  celular que comparten las actinobacterias, está dominada 
por la presencia de un polisacárido arabinogalactano con una unión covalente  
a un pectidoglicano formando una matriz a la que se une los ácidos micólicos 
(Gurtler et al. 2004; Zhi et al. 2009), constituyendo una barrera de 
permeabilidad lipídica externa. Esta permeabilidad puede variar según 
condiciones del crecimiento del microorganismo (Sutcliffe, 1998; Sokolovka et 
al. 2003; Stratton et al. 2003).  
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4.2.6. Pruebas bioquímicas de identificación 
 
4.2.6.1. Pruebas bioquímicas de identificación  
 
Para la identificación procedemos con una resiembra de una colonia 
bacteriana en placas de Agar Nutritivo y R2A, para asegurarnos que las 
bacterias que se emplean son bacterias aisladas y pertenecientes a un solo 
clon.  
Las determinaciones bioquímicas que se relacionan a continuación, se 
utilizan para estudiar la acción de un solo  tipo de bacterias frente a un 
determinado sustrato (Wauters et al., 2000). La identificación automática 
permite la identificación de cepas bacterianas  y levaduras mediante test 
bioquímicos miniaturizados que permiten la realización de numerosas 
pruebas en poco tiempo. El sistema comercial API CORYNE V 3.0  para 
bacterias coryneformes incluye diversas especies de Corynebacterium y la 
especie Rhodococcus equi. Este sistema no incluye ninguna otra especie de 
Rhodococcus, tampoco incluye especies de Nocardia y Gordonia. El sistema 
Combo MicroScan-4 y los sistemas API ID 32E y ID 32 STHA, que permite 
ampliar el número de pruebas. 
 
 
4.2.6.2 API Coryne V3.0 
 
 Las galerías API Coryne V3.0 (Biomerieux) fueron inoculadas  e incubadas de 
acuerdo a las recomendaciones del fabricante y la lectura de las reacciones se  
llevó a cabo mediante sistema automático ATB. La lectura establece un   
biocódigo con los siguientes dígitos 2013004, identificando dos 
microorganismos un Artrhobacter spp con 54,6%, un  Rhodococcus spp con 40,9%   




RESULTADOS API CORYNE V 3.0 
                        Ensayos                         1             2            3          4          5          6 
NIT Reducción del nitrato - V V V V - 
PYZ Pirazinamidasa + + + + + + 
PYRA Pirrolidonilarilamidasa V - - - - - 
PAL Fosfatasa Alcalina V + + + - - 
BGUR β-Glucoronidasa V - - - - - 
BGAL β-Galactosidasa V V - - - - 
AGLU α-Gucosidadasa + + + + + + 
BNAG N-acetil 
β-glucosaminidasa 
- - - - - - 
ESC Hidrólisis de la esculina V V + + - - 
URE Ureasa - - - - - + 
GEL Hidrólisis de gelatina V - - - - - 
 0 Control - - - - - - 
GLU Glucosa - - + + - - 
RIB Ribosa - - - - + - 
XYL Xilosa - - - - - - 
MAN Manosa - - - - + - 
MAL Maltosa - - + - - - 
LAC Lactosa - - - - - - 
SAC Sacarosa - - + - - - 
GLYG Glucógeno - - - - - - 
CAT Catalasa + + + + + + 
PRUEBAS COMPLEMENTARIAS 
LIP Lipasa - + + + + + 
TRE Trehalosa - + - - - - 
FRU Fructosa + - - - + - 
MICELIO Micelios - - - + - - 
CAMP CAMP (Staph. aureus) - -/* - - - - 
Tabla 4.3. Resultados del panel Api CoryneV3.0. (*) Solo positivo para Rhodococcus equi. Se compara la 
bacteria problema con otros cinco géneros: (1) Arthrobacter;  (2) Rhodococcus;  (3)  Gordonia; (4) 
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y un Corynebacterum en un 3.4% de posibilidades respectivamente (Tabla 4.3). 
También nos indica el test la posibilidad de Gordonia, Dietzia y Nocardia. 
Indicándonos que se requieren las siguientes pruebas complementarias, 
lipasa, trehalosa, fructosa y presencia de micelios.  
 
Realizadas las pruebas complementarias (Tabla 4.3), obtenemos para la 
bacteria problema un resultado positivo a la lipasa y  resultados negativos a la 
trehalosa; fructosa y micelios.  
El resultado de la prueba CAMP (Staph. aureus) fue negativa para el 
Rhodococus equi, (Figura 4.8). 
 
 
Figura 4.8. Resultado negativo de la  prueba CAMP 
 
La capacidad del sistema Api Coryne para evaluar cepas de bacilos 
gram-positivos es limitada para Arthobacter y para bacilos gram-positivos 
ácido resistentescomo Rhodococcus, Gordonia, y Nocardia, (Tabla 4.4) siendo un 
sistema útil para la identificación de la mayoría de las especies de 
Corynebacterium de importancia clínica. (Almuzara, et al, 2006). 
 














Identificación    
    incorrecta            
Arthrobacter spp 11 2 2 7 
Corynebacterium amycolatum              21 11 10 0 
Corynebacterium CDC grupo F               2 2 0 0 
Corynebacterium macginlenyi                 3 2 0 1 
Corynebacterium urealyticum               16 16 0 0 
Rhodococcus equi                                       9 2 7 0 
Rhodococcus spp.                                       6 1 3 2 
Rothia dentocariosa                                  1 1 0 0 
Tabla 4.4. Evaluación del sistema API Coryne, para distintas actinobacteria.  (Almuzara, et al 2006). 
 
4.2.6.3. MicroScan CIM/Combo 
 
Se realizaron pruebas con paneles deshidratados del sistema 
MicroScan CIM/Combo, estos paneles están diseñados para  determinar la 
sensibilidad  a   distintos  sustratos  y  para  la  identificación   de  agentes  
Resultados del panel MicroScan Combo 
Abrev.             Sustratos                   Resultado         Abrev.         Sustratos             Resultado 
                          Prueba                                               Prueba 
CV Crista Violeta – NAN        Manitol – 
MS Separador de Micrococos + LAC        Lactosa – 
NIT Nitrato – TRE        Trehalosa – 
NOV Novobiocina – MNS        Manosa – 
PGR PNP β-Glucorónido – NACL        Cloruro Sódico – 
IDX Indoxil Fosfatasa – SOR        Sorbitol – 
VP Voges Proskauger – ARA        Arabinosa – 
OPT Optoquina + RIB        Ribosa – 
PHO Fosfatasa – INU        Inulina – 
BE Esculina Bilis al 40% – RAF        Rafinosa – 
PYR L-pirrolinodil β-Naftilamida – BAC        Bacitracina + 
ARG Arginina – PRV        Pirubato – 
PGT PNP- β-Galactopiranóxido –  
TFG 
Pocillo para crecimiento 
    libre de Timidina 
 
– URE Urea + 
    Tabla 4.5. Resultados del panel MicroScan-4. (–) Reacción Negativa. (+) Reacción Positiva. 
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antimicrobianos a nivel de especies de aerobios facultativos, tanto bacilos 
como cocos gram-positivos (Tabla 4.5). Leído el panel en equipo MicroScan-4 
nos indica que el biotipo 202020004 corresponde a un Rhodococcus equi. 
 
 
4.2.6.4. Pruebas adicionales 
 
La mayoría de las cepas del género Rhodococcus fueron identificadas con 
el recurso de pruebas adicionales, en coincidencia con lo publicado por otros 
autores que consideran que API Coryne, presenta sólo un valor limitado para 
la identificación de las especies bacterianas ácidoresistentes: Rhodococcus, 
Gordonia, Tsukamurella, Dietzia y Nocardia. (Funke et al., 1997). 
Al ser muy similares las reacciones con los sustratos establecidos, más 
del 40% de la identificaciones requieren de pruebas adicionales (Freney et al., 
1991), se procede a buscar pruebas adicionales de azucares y enzimas que nos 
puedan servir para la diferenciación entre el género Rhodococcus y  Arthrobacter 
(García et al., 2004.). Las pruebas bioquímicas para la identificación del 
microorganismo, fueron realizadas por medio de los sistemas API ID 32E para 
enterobacterias y API ID 32STAPH para estafilococos. Las galerías empleadas 
fueron inoculadas con una suspensión bacteriana  en NaCl 0.85% y llevado a 
0.5 U. de la escala Mc Farland y se llenaron los pocillos con la suspensión 
(Tabla 4.6). 
La cepa objeto de la investigación es catalasa positiva realizada por 
medio del Peróxido de Hidrógeno, mostrando un metabolismo oxidativo, no 
hidroliza la gelatina, teniendo una motilidad  negativa, esta prueba se realizó  
mediante la técnica en fresco de la gota pendiente. 





Tabla 4.6. Resultados de las pruebas adicionales realizadas por el sistema Api ID 32E y Api ID 32 Staph. 






Resultados de las pruebas adicionales. Sistema Api ID 32E y Api ID 32 Staph. 
 
      Ensayos                 Componentes           Reacciones             Bacteria         Arthro-        Rhodo-  
                                         Activos                 enzimáticas            problema         bacter         coccus 
CRECIMIENT0 
a 20ºC 































GLU D-Glucosa Fermentación 
(GLUcosa) 
_ _ _ 
ERT Eritrosa Fermentación 
(ERTrosa) 





_ _ _ 
DUL Dulcitol DULcitol 
(acidificación) 
_ _ _ 
INO Inositol INOsitol 
(acidificación) 







_ _ _ 
IND L-triptófano Producción de 
INDol 
_ _ + 
SH2 Kliger Iron Producción de 
SH2 
_ _ V 
PAL 2-Naftil fosfato Fosfatasa 
Alcalina 
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Los resultados de las reacciones para la reducción del nitrato, 
esculina, y la urea (Tabla 4.3. y Tabla 4.5), así como para la utilización de 
los distintos hidratos de carbono, estos resultados se encuentran en línea 
con los resultados establecidos para la mayoría de las cepas de las 
Actinobacterias (Keddie et al., 1986). 
Se procede a comparar la actividad enzimática de la cepa de bacteria 
problema con las distintas cepas que podrían resultar mediante la 
investigación del Api Coryne V3.0. En esta comparación la cepa de la bacteria 
problema nos da la mayor similitud con el género Arthrobacter y el género de 
Rhodococcus  rhodochrous (Tabla 4.7). 
Después de haber analizado y comparado los datos por medio de 
pruebas bioquímicas e enzimáticas estos datos  indican, que no se puede llegar 
a una conclusión definitiva para poder identificar con una aproximación alta a 
que género de la actinobacteria pertenece la bacteria problema. 









            Tabla 4.7. Resultados de las  pruebas enzimáticas. (+) Reacción positiva. (-) Reacción negativa. (V) variable. (Rd) Reacción positiva débil.







































Lipasa (C14) + + + + + + + + + + 
α-galactosidasa - - - - - - - - - - 
β-galactosidasa + - Rd + + Rd + - - + 
β-glucuronidasa - - - - - - - - - - 
α-glucosidasa + + + + + + + + + + 
β-glucosidasa + - + + + + + + + + 
N-acetil-β-
glucosaminidasa 
- - - - - + - - - - 
Ureasa + V V V + + + + + + 





4.2.7. Prueba de sensibilidad a los antimicrobianos 
 
 Se realizaron dos pruebas para la sensibilidad a los antibióticos, una  
por medio de difusión del disco de antibiótico y la otra se realizó mediante la 
Concentración Mínima Inhibitoria (CIM), en microbiología, es la 
concentración más baja de un antimicrobiano que inhibe el crecimiento de un 
microorganismo después de su incubación. 
 
4.2.7.1. Resultados de la prueba de difusión  por medio de discos  
 
La prueba de sensibilidad a los antibióticos fue realizada por medio de 
difusión del disco de antibiótico en un medio de Agar Mueller-Hinton con 
sangre al 5% (Figura 4.9). Esta prueba pone de manifiesto la resistencia de la 
bacteria a los discos de Eritromicina y Penicilina G. 
  
 
Figura 4.9. Resultado de la sensibilidad a los antimicrobianos en medio de Mueller-Hinton con sangre al 


























Tabla  4.8. Lectura de los resultados  de sensibilidad a 
los antimicrobianos. S: Sensible; R: Resistente. 
 
4.2.7.2. Resultados concentración mínima inhibitoria (CIM) 
 
Se evaluaron la sensibilidad a los antibióticos, por medio de CIMs, 
realizando las pruebas de sensibilidad a los antibióticos mediante el sistema 
Combo. Fueron leídas en equipo MicroScan Walkaway 96 plus de Siemens 
(Tabla 4.9). La  Interpretación  de los resultados de la CIM fue el siguiente: 
De los antibióticos beta-lactámicos mostraron una buena actividad las 
cefalosporinas y el imipenen, siendo resistente a la penicilina. 
CIM a la tetraciclina y eritromicina fueron inferiores al punto de corte 
por lo que resultó ser resistente. El ciprofloxacino, gentamicina y vancomicina 












       S 
CFT Cefotaxina        S 
VA Vancomicina        S 
GEN Gentamicina        S 
CP Ciprofloxacino        S 
P Penicilina G        R 
NOR Norfloxacino        S 
RIF Rifampicina        S 
E Eritromicina        R 
 






Tabla 4.9. Resultados de la CIM. 
 
4.2.8. Conclusión sobre el estudio bioquímico 
  
La identificación de la mayoría  de los microorganismos pertenecientes 
al philum actinobacteria y en especial género nocardia es difícil de establecer, 
debido a la falta de métodos de identificación basados en pruebas fenotípicas. 
Para caracterizar estas especies por métodos tradicionales se debe realizar un 
gran número de pruebas bioquímicas y fisiológicas. (Williams et al., 1989).  
Antimicrobiano 
 





        CIM 
Resultado de 
la Prueba 
AM Amoxicilina >8 4 S 




<=4/2 1 S 
CFT Cefotaxina <=0.5 <=0.5 S 
 CP Ciprofloxacino >2 >1 S 
Nxn Norfloxacino <=1 <=1 S 
LZD Linezolid 4 4 I 
E Erythromycina >4 >4 R 
GM Gentamicina >8 >4 S 
IMP Imipenem >8 >4 S 
RIF Rifampicina >2 >1 S 
TEI Teichoplanin <=4 <=4 S 
TE Tetraciclina >8 >8 R 
VA Vancomicina <=1 <=1 S 
                                    S =Sensible; R = Resistente; I= Intermédio. 
 




La capacidad de los sistemas  Api Coryne y Combo del sistema 
MicroScan, para evaluar cepas de bacilos grampositivos es limitada para 
Arthobacter y para bacilos grampositivos ácido resistentes (Rhodococcus, 
Gordonia, y Nocardia) siendo un sistema útil para la identificación de la 
mayoría de las especies de Corynebacterium de importancia clínica. (Almuzara, 
et al, 2006). 
Las colonias aisladas son catalasa-positivos y sensibles a la lisozima. 
Presentan un tipo de metabolismo oxidativo de los carbohidratos. Las 
reacciones para la reducción del nitrato, esculina y urea, como las reacciones 
para la utilización de los distintos hidratos de carbono, se encuentran en línea 
con los resultados establecidos para la mayoría de las cepas de las 
Actinobacterias (Keddie et al., 1986).  
Como método analítico más preciso, se han propuesto otras técnicas 
para la identificación de las especies de Rhodococcus, tales como las pruebas 
enzimáticas rápidas (Goodfelow et al., 1987).  
Se procede a comparar la actividad enzimática de la cepa de bacteria 
problema con las distintas cepas que podrían resultar mediante la 
investigación del Api Coryne, descartando la lectura del sistema  MicroSCAN-
4 ya que las prueba adicional CAMP (Staph. aureus), da resultado negativo 
para el Rhodococus equi. En esta comparación la cepa de la bacteria problema 
nos da la mayor similitud con el género Arthrobacter y el género de 
Rhodococcus  rhodochrous.  
Tanto las pruebas bioquímicas como enzimáticas no han sido 
determinantes para realizar una identificación presuntiva de estos 





microorganismos, no siendo completamente adecuadas (Conti-Díaz et al., 
1974) (Goodfelow, 1989) para poder identificar a que género de  actinobacteria 
pertenece. 
La determinación de la sensibilidad a determinados  antimicrobianos 
coincide con alguno  de los patrones de las cepas de Arthrobacter. A. Oxidans, 
A. Luteolus y A. Albus. (Wauters et al., 2000) y en general con la mayoría de las 
cepas de Arthrobacter (Funke et al., 1996). 
También coinciden con la sensibilidad a los antimicrobianos de la cepas 
de Rhodococcus equi (García, 2005)  y Rhodococcus erythropolis (Deok et al., 2011). 
 
4.3.  RESULTADO DE LOS MÉTODOS MOLECULARES 
 
4.3.1. Fragmentos y purificación del DNA 
  
Una vez acabada la electroforesis con los primers descritos (Muyzer et 
al., 1995) se ha conseguido amplificar una banda de unos 1500 pb que abarca 
casi todo el gen 16S rRNA (Figura 4.11).Tras la purificación se obtiene 65 
ng/microlitro A260/280 = 1.88.  
  





Figura 4.10. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa. 
Patrón de 15 bandas pb/ng. 
 
4.3.2. Determinación de la secuencia.  Gen 16S rRNA 
El producto purificado de la  PCR fue secuenciado mediante un equipo 
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer de acuerdo con el protocolo del 
fabricante, obteniendo un fragmento de unas 1500 pb. La secuencia problema 
fue identificada como (S1). 


































4.3.3. Alineamiento local 
 
Hacer un alineamiento significa colocar las secuencias unas sobre otras 
intentado que las bases que estén en la misma columna sean iguales o lo más 
parecidos posibles. 
Las secuencias de bases son introducidas en BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) para comparar a la secuencia problema contra una 
gran cantidad de secuencias que se encuentren en su base de datos (Figura 
4.11). El algoritmo encuentra las secuencias en la base de datos que tienen 
mayor similitud con la secuencia problema. 




Figura 4.11. Búsqueda en sistema BLAST de la NCBI. 
El resultado de la búsqueda de comparar  la secuencia problema con 
secuencias semejantes de la base de datos, da como resultado un listado de los 
microorganismos encontrados (Figura 4.12). 
 Son seleccionadas las secuencias de las 11 primeras especies de 
Rodococcus y secuencias de aquellas actinobacterias que en las pruebas 
bioquímicas nos indicaban como posibles. Entre ellas seleccionamos, Nocardia, 
Arthrobacter, Gordonia y Dietzia (Figura 4.12). 






Figura. 4.12. Resultado de microorganismos encontrados después del  alineamiento con el NCBI. 
 
También le añadimos secuencias que no tienen nada que ver con nuestra 
secuencia problema (outgroup), como enterobacterias (E. Coli, Vibrio cholerae) 
y levaduras (Cryptococcus neoformans y Debaryomyces hansenii). Con este grupo 
externo podemos tener información acerca de las relaciones filogenéticas entre 
secuencias o grupos reduciendo el espacio de búsqueda y enraizar los árboles. 
A continuación se detallan las secuencias bacterianas empleadas que 
serán comparadas con la secuencia problema (S1). Las secuencias  de bases 
completas se encuentran en el apartado de Tablas. 
 





>Rhodococcus.erythropolis gi|444304198|ref|NR_074622.1| Rhodococcus 
erythropolis PR4 strain PR4 (= NBRC 100887) 16S ribosomal RNA, complete 
sequence. 
 
>Rhodococcus.qingshengii gi|343203016|ref|NR_043535.1| Rhodococcus 
qingshengii strain djl-6 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Rhodococcus.erythropolis.N11 gi|310975160|ref|NR_037024.1| Rhodococcus 
erythropolis strain N11 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Rhodococcus.baikonurensis gi|219857156|ref|NR_024784.1| Rhodococcus 
baikonurensis strain A1-22 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Rhodococcus.globerulus gi|219846592|ref|NR_026184.1| Rhodococcus globerulus 
strain DSM 4954 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Rhodococcus.marinonascens gi|219846591|ref|NR_026183.1| Rhodococcus 
marinonascens strain DSM 43752 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Rhodococcus.jostii gi|444304186|ref|NR_074610.1| Rhodococcus jostii RHA1 
strain RHA1 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Rhodococcus.triatomae gi|343201626|ref|NR_042352.1| Rhodococcus triatomae 
strain: IMMIB RIV-085 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Rhodococcus.opacus gi|444304207|ref|NR_074632.1| Rhodococcus opacus B4 
strain B4 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Rhodococcus.equi gi|343201166|ref|NR_041910.1| Rhodococcus equi strain DSM 
20307 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Rhodococcus.rhodochrous gi|310975159|ref|NR_037023.1| Rhodococcus 
rhodochrous strain 372 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
 







>Nocardia.araoensis gi|265678350|ref|NR_028652.1| Nocardia araoensis strain 
IFM 0575 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Nocardia.higoensis gi|265678349|ref|NR_028651.1| Nocardia higoensis strain 
IFM 10084 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Nocardia.puris gi|265678689|ref|NR_028994.1| Nocardia puris strain IMMIB 
R-145 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Nocardia.asiatica gi|265678342|ref|NR_028644.1| Nocardia asiatica strain IFM 
0245 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Nocardia.africana gi|343201157|ref|NR_041872.1| Nocardia africana strain 
DSM 44491 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Nocardia.brasiliensis gi|343201145|ref|NR_041860.1| Nocardia brasiliensis 
strain DSM 43758 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Nocardia asteroides gi|44816|emb|X53205.1| Nocardia asteroides partial 16S 




>Gordonia.soli gi|343202840|ref|NR_043331.1| Gordonia soli strain CC-AB07 
16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Gordonia terrae gi|526445249|gb|KF177346.1| Gordonia terrae strain D1 




>Dietzia.maris gi|310975161|ref|NR_037025.1| Dietzia maris strain AUCM A-
593 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 




>Dietzia.cinnamea gi|343201664|ref|NR_042390.1| Dietzia cinnamea strain: 
IMMIB RIV-399 16S ribosomal RNA, partial sequence. 
 
>Streptomyces.gardneri gi|343200517|ref|NR_041204.1| Streptomyces gardneri 




>Arthrobacter.aurescens.TC1 gi|444303850|ref|NR_074272.1| Arthrobacter 
aurescens TC1 strain TC1; ATCC BAA-1386 16S ribosomal RNA, complete 
sequence. 
 
>Arthrobacter.phenanthrenivorans gi|444439455|ref|NR_074770.1| Arthrobacter 
phenanthrenivorans Sphe3 strain Sphe3 16S ribosomal RNA, complete 
sequence. 
 
>Arthrobacter.chlorophenolicus gi|444304094|ref|NR_074518.1| Arthrobacter 
chlorophenolicus A6 strain A6 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Arthrobacter.sp.FB24 gi|444304166|ref|NR_074590.1| Arthrobacter sp. FB24 
strains FB24 16S ribosomal RNA, complete sequence. 
 
>Arthrobacter.oxidans gi|5531224|emb|AJ243423.1| Arthrobacter oxidans partial 
16S rRNA gene. 
 
>Arthrobacter.sp gi|2143224|emb|Y13326.1| Arthrobacter sp. 16S rRNA gene, 








>Vibrio.cholerae gi|444439495|ref|NR_074810.1| Vibrio cholerae O1 biovar El 
Tor str. N16961 strain N16961 16S ribosomal RNA, complete sequence. 







>Cryptococcus.neoformans gi|37706307|gb|AY340662.1| Cryptococcus 
neoformans var. neoformans cyclin (Cyclin3) mRNA, complete cds. 
 
>Debaryomyces.hansenii gi|294658668|ref|XM_002770779.1| Debaryomyces 
hansenii CBS767 mitochondrial 54S ribosomal protein YmL40, partial mRNA. 
4.3.4. Alineamiento múltiple 
 
 El alineamiento múltiple de secuencias (ASM) es con frecuencia el 
punto de partida, intermedio o final de los análisis bioinformáticos. Se usan 
para predecir estructura secundaria y 3D, son también el inicio de varios 
métodos filogenéticos, o para estimar matrices de peso (coste de mutaciones y 
gaps), afinar parámetros de análisis de secuencias, o para identificar las zonas 
más conservadas y asociarlas a la función. 
4.3.5. Alineamiento múltiple de secuencias (ASM) con Clustal 
 
El programa de mayor aceptación para el ASM de secuencias es 
ClustalW2 que forma parte del paquete Phylips y está disponible en varios 
servidores.  
En ASM se puede observar pequeños fragmentos, trozos o zonas 
conservadas presentes en un grupo de secuencias. En los rectángulos 
marcados en rojo podemos observar un alineamiento de una región altamente 
conservada de las procariotas (Figura 4.13). 
 





Figura 4.13. Resultado del alineamiento múltiple con ClustalW2. 
Con el programa JALVIEW, aparece las bases alineadas con colores, 
cada color designa un tipo de base y las barras indican el grado de parecido en 
cada columna. Jalview  es un programa para ver alineamientos, en realidad no 
los hace, simplemente toma la salida de CLUSTALW2 que es el programa que 





realiza el alineamiento (Figura 4.14). Como se puede observar existe una gran 
coincidencia de bases entre el microorganismo problema (S1) con las distintos 
géneros de las actinobacterias empleados para su comparación. Podemos 
observar que existe una baja coincidencia con otros microorganismos (E. Coli y 
Vibrio) que no pertenecen a la familia de las actinobacteriaceae. 
Figura     4.14.Resultado del alineamiento con ClustalW2 (Jalview). 
4.3.6. Construcción del árbol filogenético con JALVIEW 
 
Dado un conjunto de secuencias alineadas se necesita calcular las 
distancias entre cada una de ellas. Cuando se trabaja con secuencias de DNA 
es frecuente anotar el número de residuos diferentes, pero también es posible 
usar matrices de peso para estos cálculos. Las distancias se pueden expresar 




en términos absolutos, pero es más conveniente “normalizarlos” llevándolos a 
relativos con respecto al total de residuos de las secuencias alineadas. 
A partir de la matriz de distancias se obtienen las longitudes de las 
ramas que definen el árbol filogenético, por los métodos de distancias. 
En el árbol filogenético observamos que el microorganismo investigado 
(S1) es agrupado con la familia norcadiaceae género rhodococcus (Figura 4.15). 
 
Figura 4.15. Resultado del árbol filogenético de distancias con ClustalW2. 





Para asegurarnos que el árbol filogenético es el correcto empleamos un 
nuevo programa CLC BIO que nos dibuja un cladograma y mide las distancias 
con mayor exactitud. 
4.3.7. Alineamiento múltiple y árbol filogenético con CLC BIO 
CLC Bio, crea un  software que permite hacer un gran número de 
análisis bioinformáticos con excelentes opciones de visualización y salida de 
gráficos. 
En el alineamiento con CLC Bio podemos observar la coincidencia de 
bases con los demás microorganismos comparados y las zonas conservadas 
marcadas con barras. Existiendo unas grandes coincidencias de bases con los 
microorganismos de la familia de las actinobacteriaceae (Figura 4.16). 
En el cladograma observamos un diagrama que esquematiza la filogenia 
más probable de un grupo de taxones. Podemos observar las distancias entre 
las distintas especies, la secuencia problema (S1) es agrupada con el género 











                Figura 4.16. Resultado del alineamiento múltiple con CLC BIO 7.02. 
 






Figura 4.17. Resultado del  cladograma realizado por CLC BIO 7.02. 
 
 




4.3.8. Porcentaje de similitud 
 
Similitud es una cantidad observable que puede ser expresada como, 
por ejemplo, un porcentaje de identidad. 
 
En las tablas (4.10; 4.11 y 4.12) podemos observar los resultados de 
comparar (S1) con los distintos grupos de bacterias.  El mayor porcentaje de 
identidad  de Nocardias corresponde a la Nocardia asiática con 93.9% (Tabla 
4.10). El mayor porcentaje de identidad con los Rhodococcus corresponde con 
el Rhodococcus baikonurensis con un 96.0%, seguido del Rhodococcus Erytropolis 
N11 (Tabla 4.11).Y la puntuación de identidad más alta corresponde a 
Arthrobacter aurescens TC1con un 90.4% (Tabla 4.12-A). Correspondiendo la 
puntuación más baja de identidad a los que se encuentran fuera del grupo 
(outgrout) de las actinobacterias (Tabla4.12-B), en este caso corresponde a las 
levaduras, Cryptococcus neoformansy Debaryomyces hansenii con un porcentaje 
del 32.6 y 35.2% respectivamente. 
El estudio de estas tablas, nos indica que la mayor similitud corresponde 
al género Rhodococcus seguida del género Nocardia. El grupo con menor 
similitud corresponde al grupo de las levaduras (Cryptococcus neoformans y 
Debaryomyces hansenii) 
































GRUPO NOCARDIAS 1 2 3 4 5 6 7 8 
1 Nocardia brasiliensis  
gi|343201145|ref|NR_041860.1| 
        
2 Nocardia asteroides 
gi|44816|emb|X53205.1| 
93.6        
3 Nocardia higoensis 
gi|265678349|ref|NR_028651.1|  
97.2 93.2       
4 Nocardia asiatica 
gi|265678342|ref|NR_028644.1| 
98.3 93.8 98.6      
5 Nocardia puris 
gi|265678689|ref|NR_028994.1| 
96.8 93.5 98.1 97.9     
6 Nocardia araoensis 
gi|265678350|ref|NR_028652.1| 
97.2 93.2 97.2 98.5 97.3    
4 Streptomyces gardneri 
gi|343200517|ref|NR_041204.1 
97.6 92.9 97.2 98.7 97.4 99.5   
5 Nocardia africana 
gi|343201157|ref|NR_041872.1| 
96.6 92.8 96.0 97.0 96.6 97.4 97.3  
9 S1 91.9 90.0 91.6 93.9 93.3 93.2 93.2 92.2 
 














GRUPO RHODOCOCCUS    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
1 Rhodococcus triatomae gi|343201626|ref|NR_042352.1|             
2 Rhodococcus equi gi|343201166|ref|NR_041910.1| 96.2            
3 Rhodococcus erythropolisgi|444304198|ref|NR_074622.1| 97.5 96.2           
4 Rhodococcus erythropolis.N11 gi|310975160|ref|NR_037024.1| 96.5 96.1 99.9          
5 Rhodococcus qingshengii gi|343203016|ref|NR_043535.1| 97.4 96.2 99.1 99.2         
6 Rhodococcus baikonurensis gi|219857156|ref|NR_024784.1| 97.1 96.1 99.1 99.1 99.7        
7 Rhodococcus globerulus gi|219846592|ref|NR_026184.1| 95.4 97.1 96.1 99.0 99.0 99.7       
8 Rhodococcus marinonascens gi|219846591|ref|NR_026183.1| 96.9 96.7 98.0 98.0 97.6 97.4 97.6      
9 Rhodococcus jostii |444304186 gi|ref|NR_074610.1| 97.2 96.9 98.1 98.0 97.5 97.4 98.4 98.8     
10 Rhodococcus opacus gi|444304207|ref|NR_074632.1| 97.5 97.5 97.8 97.6 97.4 97.3 97.3 98.5 98.4    
11 Gordonia soli  gi|343202840|ref|NR_043331.1| 95.7 95.1 94.5 94.5 94.3 94.0 93.9 94.5 94.3 94.8   
12 Rhodococcus rhodochrous gi|310975159|ref|NR_037023.1| 96.5 96.1 95.2 95.8 96.0 95.4 95.2 95.9 95.6 96.3 94.6  
13 S1 94.7 93.0 95.0 95.8 95.2 96.0 94.6 94.4 92.9 93.1 90.1 91.8 











1 2 3 4 5 6 
1 Arthrobacter aurescens.TC1       
2 Arthrobacter spp 99.6      
3 Arthrobacter chlorophenolicus 97.5 98.4     
4 Arthrobacter phenanthrenivoran 97.6 97.8 98.6    
5 Arthrobacter xidans 97.4 97.7 98.2 99.2   
6 Arthrobacterspp.FB24 96.6 96.5 97.4 97.9 98.1  




(B)   OUTGROUP 1 2 3 4 
1 E.coli     
2 Vibrio 90.3    
3 Cryptococcus 30.2 31.0   
4 Debaryomyces 35.3 37.1 52.5  
5 S1 73.4 73.2 32.6 35.2 
 
Tabla 4.12. Resultado del porcentaje de identidad para Arthrobacter (A) y fuera del grupo de Actinobacterias (B). 
 
 







4.3.9.  Alineamiento y taxonomía con (RDP-II) 
 
Ribosomal Database Project-II (RDP-II) proporciona datos, herramientas 
y servicios relacionados con las secuencias de RNA ribosomal (Figura 4.18). A 
través de su sitio web, RDP-II ofrece alineamientos  de secuencias y, servicios 
de análisis e inferencias filogenéticas (árboles) derivados de estos datos. La 
versión actual  9.0 estrena una nueva alineación actualizada con más de 50.000 
secuencias bacterianas (Cole et al., 2003). Estos nuevos servicios de análisis 
incluyen  secuencia de búsqueda y  herramienta de selección, incluyendo un  
árbol filogenético y herramienta de visualización (Phylip Interface). 
Ribosomal Database Project-II, nos aporta la siguiente clasificación 








Genus...……………………. Rhodococcus (sin especificar especie) 
 
 






Figura 4.18. Resultado de la taxonomía con Ribosomal Database Project II.  
 






4.3.10. Contenido G+C 
El contenido G+C se utiliza para clasificación taxonómica de 
organismos. Por ejemplo, las Actinobacteria que se caracterizan por ser 
“bacterias de G+C alto”. Para comprobar que el contenido de G+C es alto de la 
bacteria (S1) que estamos investigando, introducimos en un marco de lectura 
del programa Wobble de EMBOSS la secuencia problema (Figura 4.19). 
El porcentaje de moles se representa mediante un gráfico dividido en 6 
parcelas (Figura 4.20). Sobre cada parcela del gráfico, hay una línea horizontal 
que muestra el porcentaje de G+C. El resultado de C+G para nuestra muestra 
problema (S1) es 57.91% moles. 
Figura 4.19.Ventana de lectura del programa Wobble de EMBOSS. 



















4.3.11. Comprobación  de resultados con primers de Nocardias 
 
Para confirmar los resultados obtenidos se realizó un estudio posterior 
de PCR y secuenciación con primers pertenecientes a la familia de las 
Nocardias marcados como 27f y 1525r (Rainey et al., 1996). La secuencia 























  Con las secuencias obtenidas se realiza un alineamiento múltiple 
empleando para su comparación las mismas secuencias de especies de 
Rodococcus, Nocarcia, Arthrobacter, Gordonia y Dietzia. También le añadimos las 
secuencias de E. Coli, y Vibrio cholerae y  de levaduras  pertenecientes a las 
especies Cryptococcus neoformans y Debaryomyces hansenii.  





En el resultado del alineamiento múltiple, podemos observar que las 
menores coincidencias corresponden a las enterobacterias y levaduras 
(Figuras 4.21). En el árbol filogenético, podemos observar que la secuencia 
(S1_Nocar) se encuentra encuadrada y alineada en el grupo de los 
Rhodococcu (Figura 4.22). 
 
Figura 4.21. Alineamiento de secuencias con preimer de nocardias. 
 







Figura 4.22. Resultados del árbol filogenético realizado con primers para Nocardias. 
 
Los resultados obtenidos tanto en el alineamiento múltiple como en el 
árbol filogenético, confirman los estudios anteriores realizados con primers 
universales de bacterias. 
 
4.3.12. Conclusiones del análisis genotípico 
 
Los estudios basados en datos de la secuencia de 16S rRNA han podido 
confirmar la existencia de una relación muy próxima entre los géneros 
Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus, y han demostrado que 





este taxón forma un grupo supragenérico dentro del proceso evolutivo  de los 
Actinomycetos. 
Con la realización de la PCR con  primers universales  GM3F y GM4R 
(Muyzer et al., 1995), y con la posterior purificación se obtuvo una buena 
calidad de DNA, la cual se empleó para secuenciación.  
Tanto en los alineamientos múltiples como en los arboles filogenéticos se 
observó que la secuencia query (S1) pertenece al género Rhodococcus.  
Esta misma secuencia problema (S1) se introdujo  en la base de datos de  
Ribosomal Database Project-II (RDP-II), para la obtener su filogenia, dando 
como resultado que esta secuencia pertenece al Phylum: Actinobacteria; 
Subclass: Actinobacteeridae; Order: Actinomycetales; Suborder: Corynebacterineae; 
Famyli: Nocardiaceae; Genus: Rhodococcus; especie sin identificar, lo cual 
confirma los resultados anteriores. 
Como las actinobacterias son microorganismos con alto contenido en 
C+G, este dato fue confirmado mediante análisis de las secuencias en el 
programa bioinformático  wobble de EMBOSS. Dando como resultado un alto 
porcentaje en  G+C. (57.91% moles). 
En las tablas de Porcentaje de Identidad Creadas por ClustalW, se  
muestra que el mayor porcentaje de identidad corresponde al grupo de 
Rhodococcus con 95.8% seguido  del grupo de Nocardias con 93.9%.  
 Para comprobar los datos obtenidos,  se realizó nueva PCR y 
secuenciación con primers para familias de las Nocardiaceae, marcados como 
27f  y 1525r (Rainey et al., 1996), la identificación de la secuencia problema 


















































Los estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral han llevado a 
las siguientes conclusiones: 
 
i. Tanto los parámetros físico-químicos, como los 
parámetros químicos orgánicos analizados 
permanecen dentro del valor paramétrico establecido 
por el Real Decreto 140/2003 de 7 de febrero del mismo 
año, exceptuando la determinación de cloro 
detectándose una cantidad inferior a lo establecido en 
el R.D. los lunes y aumentado la actividad de cloro los 
viernes.  
 
ii. Los bioindicadores microbiológicos relativos a la 
contaminación biológica del agua que comprende 
bacterias aeróbicas como: coliformes, estreptococos fecales 
y pseudomonas que forman parte del llamado ciclo de 
contaminación fecohídrica del agua, ha resultado ser 
negativos a las distintas pruebas bacteriológicas. 
 
iii. Las mejores condiciones de cultivo para el recuento de 
los microorganismos aislados fueron 22ºC durante 72 




horas, siendo independiente del medio de cultivo 
empleado Agar Nutritivo o R2A. 
 
iv. El microorganismo aislado es una bacteria pleomorfica, 
encontrándose en forma bacilar en los cultivos 
recientes, pasando posteriormente a forma cocoide en 
cultivos estacionarios. En la tinción de Gram y en las 
preparaciones de microscopia  electrónica se observan 




v. Los resultados de los sistemas miniaturizados (Api 
Coryne y MicroScan) y de las pruebas bioquímicas 
complementarias ensayadas no fueron lo 
determinantes en la diferenciación entre los géneros 
Arthrobacter y Rhodococcus.   
 
vi. Las pruebas genotípicas mediante la investigación 16S 
rRNA, los alineamientos múltiples por distintos 
programas bioinformáticos y la realización de árboles 
filogenéticos, nos da como resultado que la bacteria 
aislada pertenece con mayor probabilidad de identidad 
al género Rhodococcus, seguido del género Nocardia y 
del género Arthrobacter. 
 






vii. El estudio del contenido de moles en % de G+C, nos 
confirma que es compatible con clase Actinobacteriaceae.  
Mediante el estudio de la taxonomía por medio del 
programa Ribosomal Database Project II, se confirma  
que pertenece a la clase Actinobacteriaceae, familia 
Nocardiaceae, género Rhodococcus.  
 
viii. Al no existir una identificación al 100% con ninguna de 
las especies descritas en los alineamientos y teniendo 
en cuenta la distancia filogenética, se puede decir que 
nos encontramos ante una nueva especie de 
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Rhodococcus erythropolis PR4 strain PR4 (= NBRC 100887) 16S 





































































































































































Rhodococcus marinonascens strain DSM 43752 16S ribosomal RNA, 
partial sequence. 
































>Rhodococcus.jostii gi|444304186|ref|NR_074610.1| Rhodococcus 

































































>Rhodococcus.opacus gi|444304207|ref|NR_074632.1| Rhodococcus 

































>Rhodococcus.equi gi|343201166|ref|NR_041910.1| Rhodococcus 





























































>Nocardia.araoensis gi|265678350|ref|NR_028652.1| Nocardia 

































>Nocardia.higoensis gi|265678349|ref|NR_028651.1| Nocardia 
































>Nocardia.puris gi|265678689|ref|NR_028994.1| Nocardia puris 




























>Nocardia.asiatica gi|265678342|ref|NR_028644.1| Nocardia 
































>Nocardia.africana gi|343201157|ref|NR_041872.1| Nocardia 





























>Nocardia.brasiliensis gi|343201145|ref|NR_041860.1| Nocardia 

































>Nocardia asteroides gi|44816|emb|X53205.1| Nocardia asteroides 





























>Gordonia.soli gi|343202840|ref|NR_043331.1| Gordonia soli 





























>Gordonia terrae gi|526445249|gb|KF177346.1| Gordonia terrae 



























>Dietzia maris gi|310975161|ref|NR_037025.1| Dietzia maris 





























>Dietzia.cinnamea gi|343201664|ref|NR_042390.1| Dietzia 




































































Arthrobacter aurescens TC1 strain TC1; ATCC BAA-1386 16S 






























Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 strain Sphe3 16S 







































































































>Arthrobacter.oxidans gi|5531224|emb|AJ243423.1| Arthrobacter 
































>Arthrobacter.sp gi|2143224|emb|Y13326.1| Arthrobacter sp. 16S 



















































>Vibrio cholerae gi|444439495|ref|NR_074810.1| Vibrio cholerae 


































>Cryptococcus neoformans gi|37706307|gb|AY340662.1| 


































>Debaryomyces hansenii gi|294658668|ref|XM_002770779.1| 
Debaryomyces hansenii CBS767 mitochondrial 54S ribosomal 








248  JOSÉ GONZALO ACUÑA BRES 
 
 
 
GCTGCCAAAGACAAAGACGAGAATGGAAAGGTTTACTACGTTGTCGCTGACGACGTTGTTTAC
AAAGAAAAATATTATGACGAAAGATACAGGAGATGGTTACCAAAGAGATTCGTGAAAAATCAT
GATTCTATAGAAATACCATGGCCAAACCCTCCACAAGATCCTAAGGATGATCATTTATCTACA
AGTCAGCAAGCGGCTTTTGAAAGAACTTATGAGTTACAGTCTATTGCTAAACCACCAGTACCA 
ACTGACGCATTATTACAATTAAGAAACCCATACTCTAAACATAAGAAGCGTGTGCTCAGTGAA
GCTCAAGCCAGAAAGGTTAATGCTCCAGATATGCCATTATCAGATGAACAAAAGATTTACTTG
GCTAAGAAAGCAACTGAGCCTAAGAAGGTGTACAAGAATTTGTCTGAAGAAATACAAGATTTC
ATTGGTTCCAGAATGGCTGATCACGTCAACAAGATTGATAATCCATCCTTACTTGCTCACTTG
GATGCCTTATCTGAATCCAAGATTCCAGACTTTGCTAAAACTATGAAGAATATTGAAGACGCT
GAACTCGAGAAGCAAAAGAAACTTCACAACCAAGCAATCTAA 
 
  
 
